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コ 1) ン ア セ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (cholin e ac etyltra nsfera s e, C h A T) は , 神経伝達物質の 一 つ で ある ア セ チ ル コ リ
ンを生 合成す る酵素 である . C h A T は ア セ チル コ リ ン を伝達物質 と して機能す る コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン の 特異的な マ ー カ ー
で あり , そ の 機能動態を知 る た め の 最も よい 指標 と考え ら れ て い る . 本研 究で は, 非神経疾患患者10症例の 剖検脳を対象 と
し て, 1) コ ン ビナ ン ト ヒ トCIA T蛋白 に対する ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体を用い た 免疫組織化学, ヒ トC b ATリ ボ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ
ー ブ を用 い た細胞内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン (in situ hybridiz atio n, IS H) 法, お よ び ラ ジ オ エ ン ザ イ ム ア ッ セ イ 法 に よ る
Ch A T活性の 測定を行 っ て, ヒ ト脳 に お ける C h A Tの 発現 と局在を形態学的お よ び 生 化学的に検討 し た . 免疫組織化学的 に陽
性 であり, か つ , IS H法 で陽性 シ グ ナ ル を有す る神経細胞 は前脳基底部 (マ イネ ル ト基底司乳 ブ ロ ー カ 対角帯), 新線条体
(尾状司乳 被殻, 側座核), 大脳皮質, 中脳橋 (脚橋被蒙核, 外側背側被蓋核, 傍 二 丘 体核), 脳神経核 (動眼神経核 , 滑車神
経核, ≡ 叉神経運動核 , 外転神経核, 顔面神経核, 舌咽神経前位核 , 迷走神経背側司乳 副神経核 , 舌下神経核) に認め ら れ た.
内側 中隔核 と内側手綱核 は免疫組織化学で陽性であ っ たが , IS H法で は 陽性 シ グナ ル を確認できなか っ た . 本研究 で は特 に,
ヒ ト大脳皮質に コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン が 存在する こ と , そ し て, そ の 分布密度が皮質領野と層 に よ っ てか なり異なる こ とを
は じ め て明 らか に し た . 大脳皮質 に お い て C b A T発現を示す神経細胞 は , ほ と ん どが錐体細胞であり, 陽性非錐体剛包は辺緑
葉 の 一 部 に限局 して い た . 陽性 錐体細胞 は運動野 に高密度で, そ れ以外 の 領野で は運動前軌 二 次感覚野, 辺緑葉に若干多く,
連合野で は ごくわ ずか で あ っ た . 一 次感覚野 お よ び側頭葉 の 大部分 に は認 め られ なか っ た . 層 間で 比較す ると , 第V層 の 陽性
細胞 は運動野 に高率であり, 第Ⅲ 層の 陽性細胞は 二次感覚野 に比較的多か っ た . 連合野 お よ び辺 緑葉の 一 部で は 第Ⅲ層, Ⅴ層
共 に陽性率 は低か っ た . 一 方 , 免疫組織化学とISIl法で ClA T陽性神経細胞 を認 めなか っ た領域に も, 多く の 免疫染色陽性線
維が確認 さ れ た . 大脳白質 に は, び慢 性 に陽性線維を認 め , 特 に , 側 頭葉自質 に多か っ た . 海馬で は C A 2区域か ら C A 3区域
にか けて , 扁桃で は 基底外側核に密であ っ た . 視床 で は , 全て の 領域 に 陽性線維が み られ , 特 に視床内側髄板, 外側髄板, 外
側膝状体 に高密度 にみ られ た . 黒質, 腹側被蓋野, 赤接お よ び視床 下核を取り囲 む領域も陽性線維を含 んで い た . ノJ､脳 に は陽
性線維が粗斗削こみ ら れ た. 脳組織 の C hA T活性 を測定 した と こ ろ , 免疫 組織化学 で 陽性神経細胞が確認さ れ た り陽性神経線維
が豊富 に分布 して い る領域 に高 い C h A T活性 が検出さ れ る傾向にあり, 免疫組織化学 とISH 法の 所見 を裏付け た. す なわ ち,
前脳基底部と新線条体で高値 (50 0-3000pm ol/ 分/m g蛋白量) で , つ い で 淡蒼球, 視床お よ び扁桃の 括怖が ほ ぼ 同程度 に高く,
海馬 は こ れ らよ りや や 低値であ っ た . 運動 野が 他 の 大脳皮質領野よ り わ ずか に 高値 で , 小脳皮質が最も低か っ た . 以 ヒの 様 に,
比較的限局性 に存在す る コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン が脳 の 多く の 領域 に広く投射 して い る こ と が示 され た .
Eey w o rds cholin e ac etyltr an sfer ase, hu m a n, br ain,im m u n ohistoche mistry,in situhyb ri diz ato n
アセ チ ル コ リ ン (a cetylcholine, ACh) を合成し伝達物質 と し
て 機能す る神経細胞 は コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン と称 され , 運動,
睡眠, 覚醒, 認知, 学習, 記憶 な どに重要な役割を担 っ て い る .
A Ch は19 21年 に Lo e wil)に よ っ て は じめ て 神経伝達物質と して
同定さ れ た が , 神経 系に お ける コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン に関す
る形態学的研究が成果をあげ始め た の は 1980年代 にな っ て か
らで あ る. 当初 は ア セ チ ル コ リ ン の 分解酵素で あ る ア セ テ ル コ
1) ン エ ス テ ラ ー ゼ (a c etylcholin e ste ra se, A C h E)に着日 し, そ の
組織化学染色 によ っ て コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ンの 脳内の 分布や
投射領域な どの 形態学的解析 が行わ れ て い た . しか し, A C h E
自体 は コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン に特異的な酵素で は なく, コ リ
ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン が投射 して い る神経細胞あ るい は効果器に
平成9年6月27日受付, 平成9年8月8日受理
A bbreviatio n s: A C h, a C etylcholin e;A Ch E, a C etylcholin estera se; C 鮎汀, Cholin e ac ety1tr an sf6r ase; G A B A, gam m a
a min obutylic a cid;IS H,in situ hybridiz atio n; N G Fr, n e rv egrOWthfa ctor re ceptor;PB S, Pho sphate buffer s aline;
VA Ch T
,
V e SicularaCetylcholin etra nsporter
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も存在す る こ と か ら, A C b Eの 組織化学 によ る形態学的研究 に
は 問題が指摘 され て い た 2)3). 山 方 , コ リ ン か ら ア セ チ ル コ リ ン
を生 合成す る酵素 で あ る コ リ ン ア セ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ
(cholin e a c etyltr an Sfe r as e, Ch A T)は , コ
l) ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン
の 最も特異的な マ ー カ ー の 一 つ で あり, そ の 活性 は コ リ ン作動
性神経 の 機能動態 を よ く反映す る と い わ れて い る
4)
. 19 80年代
中頃か ら C 山1 T に対す る ポリ ク ロ ー ナル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗体 が 開発 さ れ て 免疫組織化学が可能 に なり, 中枢神経系に お
ける コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン の 詳細 な分布 が報告 さ れ は じめ
た . 19 90年代 に 入 る と, Ch A TmR N Aの 存在 の 有無を確認す る
細胞内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン (in situ hybridiz atio n, IS H) 法
が 確立 され , こ れ を用 い た最も信頼性 の 高 い 形態学的解析 が可
能とな っ た . マ ウ ス , ラ ッ ト, ネ コ , サ ル な どの 実験動物 を対
象と した 形態学的研究 で は , 中枢神経系 における コ リ ン 作動性
ニ ュ ー ロ ン の 分布 に つ い て概 ね研究者間で 一 致をみ て お り , 以
下 の 主要な領域 にま と め ら れ て い る . すな わ ち, 前脳 基底部
( 内側中隔核, ブ ロ ー カ対 角帯垂直枝 お よ び 水平枝, マ イ ネル
ト基底核), 新線条体 ( 尾状核, 被殻, 側座核), 間脳 ( 内側手
綱核), 上 部脳幹 (二 丘 傍体, 外側背側被蓋核, 脚橋被蓋核),
お よ び脳神経核 と脊髄前角5 卜 8)で ある . しか し, ヒ ト脳 に 関す
る同様 の 研究 は数少なく, ま た, 陽性線椎 の 分布 に つ い て の 報
告も断片的で , 不明 な点も少 なく な い . そ こ で , 本研究 で は ,
ヒ ト脳 全域 に村 して C h A Tの 免疫組織化学 とIS E法 , お よ び
Ch 打r活性 の 計測 を行 っ て , ヒ トの 中枢神経系に お ける C b A T
の 発 現と局在を形態学的お よ び 生化学的 に検討 した .
対 象お よ び方法
Ⅰ. 症 例
金沢大学医学部病理学第 一 講座 に お い て1994年4月 か ら 19 96
年7月 の間 に剖検 され た関頭症例23例 の うち, 臨床 的にも病理
学的にも神経系 に著変 のなか っ た10症例を対象 と した (全て
男性 , 年齢 17～ 8 9歳 , 平均61歳). 対 象症例の 臨床病理学的
事項 は , 表 1 にまと め た .
Ⅱ . 脳 の 固定, 包埋 お よび組織染色
脳を採取 し た 後, 水 冷 した 4%パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド溶 液
(pH 7.4)を両側内頚動脈 お よ び椎骨動脈 へ 注入 し, さ ら に 同固
定液中 に2 ～ 3週 間漬 した . 2症例 に つ い て は, 組織 中の Cll〟r
Table l･ Clinic opathologicfindings ofc ases e x a min ed
活性 を測定す る た め , 後述 の ご とく , 国定前 に脳組織の → 部を
採取 した . 固定後, 脳底部 の 血 管を遊離 し, 上 丘 の 高 さで 大脳
か ら脳幹以下 の 組織を切離 した . 大脳は , 側頭葉先端部 か ら脳
梁膨大部後端ま で は0.5c m 間隔 で, 側頭 葉先端部 より前方の 前
頭葉と脳梁膨大部後端 より後方 の 後頭葉 は1c m 間隔で前額断し
た . 大脳脚以 下 の 組織 は0.5c m 間隔 で水平断 し た. 大脳 は左右
どち ら か 一 側 を ( 表1), 脳 幹 以 下 の 組織 は 両側を最大割面
6× 4c m大ま で の 組織断片 に細切後, 組織断片を ア ル コ ー ル 系
列にて 脱水, キ シ レ ン で 置換 し, パ ラ フ ィ ン に包埋 し た. パ ラ
フ ィ ン 包埋組織か ら厚 さ約4 〃 m の 切片を作成 し, 通常の へ マ
トキ シ リ ン ･ エ オ ジ ン 染色 の 他 , 神経線維を観察す る ため ボデ
ィ ア ン 染色を, ま た, 髄鞘 を観察する た め に クリ ュ ー バ ー ･ バ
レラ染 色を施行 した .
大脳 皮質は細胞構築学的 に み て い く つ か の 領野 に 区分 さ れて
お り, 複数 の 分類法があ る , 本研究で は , Vo nEc onom o
9)
が 分
類 した 皮質基本 5乱 す な わ ち, 1) 無顆粒塑皮質, 2) 前頭
型皮質, 3) 東頂型皮質 , 4) 極型皮質, 5) 顆粒型皮質 に,
辺緑葉 に属す る と い わ れ る 一 部の 皮 質 (帯状回と内喚領) を加
え て 6領野 に区分する と , そ の 領野間 の 差異を表すの に有用で
あ っ た の で , こ れ に 従 っ て 述 べ る こ と にす る . なお , 有名な
Br odm a n n
lO)の 細胞構築学的地図 に相当す る領野番号も共に カ
ツ コ 内に表示 した . ま た海馬 は , 錐 体細胞層の 細胞配列 の 遠い
と 神経細胞突起の 形態 の 遠 い か ら , 海馬台か ら歯状回に かけて
C A l, C A2, C A 3, C A 4 と呼ば れ る 区域 に分類 さ れ て お り, そ
の 区分 に つ い て は Lo r e ntede No
‖)の 記載 に従 っ た .
Ⅱ . C h 貯r の免疫組織化学
あ ら か じめ ポ リ ･ エ ル ･ リ ジ ン(poly- し1ysin e)を塗布 した大
ス ラ イ ド グ ラ ス(7.6× 5.2c m大, マ ツ ナ ミ , 束 京) 上 に , 薄
切 した パ ラ フ ィ ン 包埋標本を張り付け, ヒ ス トク リ ア ･ エ タ ノ
ー ル 系列 で 脱 パ ラ フ ィ ン した . 0.3%過酸化水素水 と98%メ タ ノ
ー ル に よ っ て組 織中 の 内因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼ を 阻止 した 後l
抗 原を露出す る た め , プ レ パ ラ ー ト標 本を95℃ に加熱 し たタ
ー ゲ ッ トア ン マ ス キ ン グ フ ル イ ド(Ta rget Un m a sking Fluid)
(敗 e atech diagn o stic s, Amste rda m, Netherla nds) で10分間処理
した . リ ン 醸緩衝食塩水 (pho sphate buffer s alin e, P B S) で洗
浄後, 二 次 抗体作成動物 であ る1 0% 正常 ヤ ギ 血 清 (フ ナ コ シ,
東京) を切片 に滴 下 し, 二 次抗体が組織細胞･~lニー の 蛋白体と非特
慧 (詰, Se x 課 Pathlogic diagn o sis
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異的に反応する の を阻止した ■
→ 次抗体 と して , 当教室で作製
さ れた リ コ ン ビナ ン ト ヒ ト Cb A T蛋白 に対する ウ サ ギ ポ リ ク ロ
ー ナ ル抗体 (1,000倍希釈)
12)を切片 に滴下 し, 4℃の モ イ ス ト
チャ ン バ
ー 中で 一 晩反応させ た . P BS で洗浄乳 二 次抗体と し
て, 200倍 に 希釈した ビ オ チ ン 化 ヤ ギ抗 ウ サ ギ抗体を用い , 室
温で30分間反応 させ た . 再 びP BS で洗浄後, ア ピ ジ ン
･ ビ オ
ナ ン化 ワサ ビ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ複合体 (avid inand biotinylated
hors er adishpe ro xida s ec omplex) (D al( 0, Glo strup, Den m ark)を
滴下 し, 室温 で30分間反応させ た 後 , 0,006 %過酸化水素水添
加 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン (3,3
'
- d ia min ob e nzi d in e
tetrahydro chloride) (Sigm aChe mical. Stlヵ uis, US A) にて 発色
させ た . 後染色は , ヘ マ トキ シ リ ン で 行 っ た . なお , 陰性対照
と して ,
一 次抗体 の代 わ りに非免疫 ウサ ギ血 清を用い た 免疫組
織化学的染色も行 っ た .
陽性細胞の 観察さ れ た領域 に つ い て は , 陽性細胞数 と全神経
細胞数を200倍 の顕微鏡視野下 で数え, そ の 陽性率を計算 した .
また, 大脳皮質に つ い て は, 各層ご とに も陽性率を計算 した.
Ⅳ . IS H法に よ る M m R N A の検索
1. ラ ジ オ ア イ ソ ト
ー プ標識リ ボ ヌ ク レオ チ ドプ ロ ー ブ の 作
成
プ ロ ー ブ の 作 製 に は , あ ら か じ め プ ラ ス ミ ド Blu e s c ript
(Stratagene, Califo mia, U S A) の マ ル チ ク ロ
ー ニ ン グ サ イ トの
A♪αⅠとj 乃αⅠの 間 に サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ さ れ て い る ヒ ト Cb A T
cD N Aの 翻訳領域 の 一 部 (1770塩基対) を用い た
13)川)
. は じめ
に, 制 限酵素に よ る プラ ス ミ ドDN A の線状化 を行 っ た . ア ン
チ セ ン ス リ ボ ヌ ク レ オチ ドプ ロ
ー ブ作製 には 5c αⅠを 用い , セ
ン ス リ ボ ヌ ク レオ チ ドブ ロ
ー プ作製 にはJ粕β Ⅰを用い た. 次 に,
a - [35S] U T P(> 37 TBq/m mol, Ame rdl a m, Bu ckingham Shire,
U K) を使用 し, 線状化 プ ラ ス ミ ドD N Aを鋳型 と してT3 R N A
ポリ メ ラ ー ゼ (Stratagen e) に よ りア ン チ セ ン ス リ ボ ヌ ク レ オ
チ ドプロ ー ブを, また , T 7 R N A ポリ メ ラー ゼ (東洋紡, 東京)
によ りセ ン ス リ ボ ヌ ク レ オチ ドプ ロ ー ブ を合成 した . 反応終了
後, 鋳型プ ラ ス ミ ドD N Aを D N アー ゼ I (D Na seI, 宝 酒造, 滋
賀) で分解 し, フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム 抽出, エ タ ノ ー ル ･
アン モ ニ ウム 酢酸沈殿 に よ りブ ロ ー プを回収 した . プ ロ ー ブ の
組織浸透性を上昇させ る た め に, 転写 産物 に R N A切断横衝液
(40m M 炭酸水素 ナ トリ ウ ム:00mM 炭酸 ナ トリ ウム ; 19:1)を加
え, 00℃ にて55分間反応 し, ブ ロ ー プ を約150塩基 の 長さ に切
断した .
2
. プレ パ ラ ー ト標 本の作製
パ ラ フ ィ ン包埋組織を約4〃 m に薄切し, シ ラ ン コ
ー ト ス ラ
イ ド (ダ コ ･ ジ ャ パ ン , 京 都) に の せ , 37℃で2時間, 45℃で
4時間放置し乾燥 させ た. 脱パ ラ フ ィ ン 処理 後, プロ ー ブ の 浸
透性 と反応性を高め る目的で塩酸処理 (0.2 N塩酸 , 室温で 20
分間) を行っ た . 次 い で , 1/∠ g/mlの プ ロ テ ナ
ー ゼ E溶液(和
光純薬 工乳 大阪)に37℃で 10分間漬 し, 除蛋白処置を行 っ た .
さらに
, 非特異的なブ ロ ー プ の吸着を防止す る た め , 0.2 5%無
水酢酸添加0.1 M トリ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 溶液 (pE 8.0) に 10分
間漬した後, エ タ ノ ー ル系列で脱水 , 風 乾した.
3. プレ ハ イ プ リ グイゼ ー シ ョ ン
プ ロ ー ブの 非特異的結合を阻止する た め , プ レ ハ イ プリ グイ
ゼ ー シ ョ ン 溶液 (50% ホルム ア ル デ ヒ ド;0.3 M 塩化ナトリ ウ ム;
20m M トリ ス 一塩酸, pH 7.5;2.5mM エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四酪酸二
水素ナ トリ ウム;10m M ジ チ オ トレイ ト ー ル;0.5ml/ml大腸菌 ト
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ラ ン ス フ ァ ー m A; 0.02%フ ィ コ ー ル;0.02% ポ リ ビニ ル ピ ロ リ
ドン;0.02% ウ シ血清 アル ブ ミ ン )を , プレ パ ラ ー ト標本切片上
に滴 下 した 後, 50% ホル ム ア ミ ド/0.3 M塩化 ナ トリ ウム で 飽和
した モイ ス トチ ャ ン バ ー 中で 室温 に 一 晩イ ン キ エ ペ ー シ ョ ン し
た .
4
.
ハ イ プリ グイ ゼ ー シ ョ ン
上述 の プ レ ハ イ プ リ ダイゼ ー シ ョ ン液 に , 2× 10
5
cpm/〃1と
なる よ う に3
5
s標識 R N Aブロ ー プ を加え, 80℃で3分間加熱後,
氷中で 急冷した . こ れ に硫酸 デ キ ス トラ ン ナトリ ウム を最終漉
度 が 10% とな る よ うに 加えて ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液 と し
た . 切片 に ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液を滴下し, 50℃ に加温し
た モ イ ス トチ ャ ン バ ー 中で , 20時間イ ン キ ュ ペ ー シ ョ ン した .
5. ハ イ ブリ ッ ドのオ ー トラ ジ オ グラ フ イ 一 に よ る検出
ハ イ プリ ダイゼ ー シ ョ ン 終了後 , プ レ パ ラ ー ト標本を , 50℃
に加温した50% ホル ム アミ ド加 2×S S C(1× SS C, 0.15 M塩化
ナ トリ ウ ム/0.015 M クエ ン酸 ナ トリ ウム ,pH 7.0/10m M エ チ レ
ン ジ ア ミ ン 四酢酸 二 水素ナ トリ ウ ム溶液中) に入れ, 1時 間洗
浄 した . 次 に, 20/jg/ml にな るよ う にR Na s eA (Sigm a) を加
えた0.5 M塩化ナ ト1) ウム/10m M トリス ー塩酸 (pH 8.0)溶液中
で , 37 ℃, 30分間の m ア ー ゼ 処理 を行 っ た . そ の 後, 50 ℃ に
加温 した2 ×S S C, 0.5 ×S SC, 0.1× S S C溶液 に て , 順次組織
を洗浄 した . 脱水, 風乾 の 後, 完全暗室内で , プ レパ ラ ー ト標
本 に写真乳剤 (Konica auto radiogr aphic e m ulsiontype N R M2,
コ ニ れ 東京) を塗布 し, 風乾 した . プ レパ ラ ー ト標本を, シ
リ カ ゲ ル を入れ た 遮光箱 に並 べ , 4 ℃ に て2ケ月 か ら3 ケ月露出
後 , 現像した . その 乳 ヘ マ トキ シリ ン ･ エ オ ジ ン 染色で後染
色 し, 脱水 , 封入 した . 標本 は明視野 と暗視野の 切り替え可能
な顕微鏡 (N ko nS M Z一口, ニ コ ン , 大阪) を使 っ て鏡検 した .
Ⅴ . C b A T活性測定
10症例のうち2症例 ( 症例7, 9) に つ い て は , 固定前に , 左
半側 の 脳 の 19な い し2 3 か所 か ら 数 m 皿大 の 標 本を採取 した
( 表2). た だ し, 中脳で は肉眼的 に細胞構築に応 じた 核を区分
す る こ と は 困難だ っ た の で , 中脳背側部 (お よ そ中心灰自賛,
外側背側被董核, 動根神経核 , 滑車神経核を含む) と腹側部
(脚棟被蓋核 , 中心被蓋路を含む) に分割して活性 を測定 した .
末 固定組織 をP B S で洗浄後, 直ち に液体窒素 にて 凍結 し, 測定
時ま で-80 ℃ で保存 した . ClA r活性 の 測定 は Fo n n u mの 方法
1 5)
に準 じ,
】4
C標識 アセ チ ル CoA(Am e rsh am)を用い た ラ ジ オ ア ツ
セ イ にて 行 っ た . 即ち , 凍結 し た材料を氷上 で 融解後, 25m M
リ ン 酸 カ リ ウ ム 援衝液bH 6.5)を加え, 水中で ホ モ ジネ ー 卜 し
組織混濁液 を作製 した 後, 4℃, 10,000g で3 0分間遠心 した .
組織混濁液上清聴2,u l に対 して50nCiの
‖
C アセ チ ル CoAを含
む 調整溶液を加え , 全体で 100/∠1 と し, 37℃で30分間反応 さ
せ た . ア セ ト ニ ト リ ル を用 い て, 合成 さ れ た
14
C標識 ア セ チ ル
コ リ ンを 回収 し, 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー に より測定
し た . 同 時 に , プ ロ テ イ ン ･ ア ッ セ イ ･ キ ッ ト (B ioRad,
Califo mia, U SA) を用 い て 組織混濁液上浦液中の蛋白濃度を測
定した . C h AT活性値 は, アセ チ ル コ リ ン の生成量 (pm ol/分
/mg蛋白量) で表した .
成 練
Ⅰ. 免疫組織化学お よぴI S H法
免疫組織化学, IS H法ともに , 10症例で 全く同 じ結果を得た
わ けで はなく, 症例間で若干の差異が み られ た . すなわ ち, 免
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痩組織化学で は 陽性神経細胞 や陽性神経線維 の 免疫染色性 に強
弱 の 差がみ ら れ, ま た, ISIi法でも神経細胞内の 陽性 シ グナ ル
に強弱 があ っ て , 時 に 陽性 の 判定 に苦慮 した. お そらく , 基礎
疾患 , 臨床経過 , 死 亡直前 の 患者 の 状態 , 死 亡か ら脳固定まで
の 時間, 国定 の 状態な どの さま ざまな条件が, 結果 に影響 して
い る と考えられる . ま た, 個 人差を考慮する必要 がある か もし
れな い . 本研 究で は , 陽性判定 の比較的容易で あ っ た 5症例
( 症例1, 2, 7, 9, 10) の 結果を基 に ほ ぼ 共通 して い る所見を
以下に記載す る.
1. 前脳基底部
大脳前頭葉底部 の 無名質か ら 中隔に か けて存在する前脳基底
部は , 一 般 に , マ イ ネル ト基底核, ブ ロ ー カ対角帯 , 内側中隔
核に分けられて い る が , 実 際に は 三 つ の 核は連続 して おり, 相
互に 明瞭な境界 はなか っ た . こ れ ら の核群は卵円形な い し短紡
錘形の 大型 の神経細胞 より成り, 淡 蒼球の 腹側 に位置す る無名
質 (マ イネル ト基底核 に相当) か ら前内側領域 (ブ ロ ー カ対角
帯) に重り, 更 に上 内側 の中隔 へ と移行する に つ れ て神経細胞
は小型化して い た . 免疫組織化学染色で は , こ れ らの領域 に多
数の C b A T陽性神経細胞を認め た. マ イ ネル ト基底核 で は 95%
以上の神経細胞 が強陽性 であり, 反応産物は細胞体全体 にび 慢
性に み ら れ, 一 部で は細胞突起も強く染色され た ( 図1A). ブ
ロ ー カ対角帯 で は ! 8 0～ 9 0% の神経細胞が免疫染色陽性であ っ
た . 一 方 , 内側中開核で は , 約70 %の神経細胞 が陽性を示 した
が , その 染 色性 は マ イネル ト基底核や ブ ロ ー カ対 角帯に比 べ 弱
か っ た . IS H法で は , マ イネル ト基底核 と ブ ロ ー カ対 角帯の神
経細胞細胞体 に , 中等度か ら 高度の 陽性 シ グナル を認め た (図
1 B) が , 内側 申隔核 で は 陽性 シ グ ナ ル は 確認 さ れ な か っ た .
陽性神経細胞 は周囲に線維を延 ば して い た が , まと ま っ た神経
線推束は形成 して い なか っ た .
2. 線条体
尾状核 と被殻 か ら な る い わ ゆ る尾状核被殻複合体(新線条体)
と側坐核は , 組織学的 に ほ ぼ 同 一 の 構 築を示 して い た (図2).
すなわ ち, 比較的密 に散在す る小型の神経細胞と疎 に散在す る
大型で多極 の神経細胞 とか ら成り, 細胞間 には 有髄神経 が網状
も しくは束状 に走行 して い た. 大型 の 多極神経細胞 には ニ ッ ス
ル 小体が 非常 によ く発達して い た . 免疫組織化学的 には , ほ と
ん ど全て の 大型神経細胞 が強陽性を示し, 細胞突起も明瞭 に染
色され た (図3 A)･ 小型神経細胞 は陰性であ っ た . 神経細胞間
を埋 め る網状 の 神経線椎は 陽性を示し, その 網状 の神経線維は
尾状核 に比して被殻 の ほ う が密度 が高か っ た ( 図2). また,
被 殻を横走す る線総菜が部分的 に陽性 であり, その 一 部は外側
髄板へ 入り , さ ら に淡蒼球外節 に連続す る陽性線維も認 められ
た ■ IS E法で は , 尾状核被殻複合体内 の 大部分 の 大型神経細胞
に明瞭な陽性 シグ ナ ル を認めた (図3 B). 尾状核被殻複合体の
内腹側 にあっ て尾 状核と被殻を連結して い る側座核 にも, 同様
に , C b A T発現神経細胞と免疫染色陽性神経線維が認 め られ
た.
淡蒼 球に は , 細い 突起を有す る卵形ない し多角形の中郡中経
細胞が散在して い た が , こ の細 胞 は免疫組織化学 でもIS H法で
も陰性 であっ た. 扇子 の 骨 の よ うに 被殻か ら淡蒼球内 へ と走る
線維束は , 淡 蒼球外節から内側髄板そして淡蒼球内節 へ と移行
する に つ れて ほ ど ける傾向 にあ っ た . この 神経線維束の 一 部 は
C h 肌
､
免疫染色陽性であ っ た (図2).
被殻 や淡蒼球 の 下 線 に沿 っ て 走る 神経線維束と淡蒼球内節 の
内側にある線維束 (視床束を含む)の 一 部も免疫染色陽性であ
っ た .
3. 間脳
間脳を構成す る視床上部 (松果体, 手綱), 視床 (視床前核,
視 床内側核, 視床外側核, 中心正 中核, 視床網様核, 髄坂内核),
視床後部 ( 外側膝状体 , 内側膜状体) お よ び視床下部 のうち,
手綱核内側部 にあ る中等大 の 神経細胞 の み が免疫組織化学で弱
陽性を示した が , IS H法で は 陽性 シ グ ナ ル は確認 さ れ なか っ た .
しか しな が ら, 間脳 の広 い 範囲 に免疫染色陽性 の神経線維を認
めた ( 図4). 視 床上 部 で は手綱核周臥 手綱核脚間束, 視床
髄条 に C b A T免疫染色強陽性の神経線椎を認め た . 視床を前,
内側, 外側薇群 に区分する視床内側髄板 , お よ び , 視床の 外側
縁 に沿 っ て 走り 一 部 視床網棟核内 を横断す る視床外側髄板は,
比較的太い 神経線椎束を形成して お り , 中等度 か ら強度 の陽性
を示 した . 他 の 主 な核 に つ い て は 以 下 の よ うな染色性 であっ た .
前核 , 内側核 お よ び外側核 に は 陽性線維が租粘 に見 ら れ , 前
核 の 密度が 最も低く , 外側核 の 密度 は前 2者 に比 べ や や高か っ
た . 腹側核群 に属する前腹側核, 外側腹側核 お よ び 後腹側核に
は
, 種 々 の 程度 に 陽性線維を含む比較的太い 神経線維束が散在
してお り, その 線維束間 にも陽性線推 が疎ら に散見され た. こ
Table2. Ch ATa ctivity(pm ol/min/mg. pr otein)in thebrains ofc ases7 and9
n霊, N B M ND BB MS N CN Put GPI G Pm ob
m ala m us
m edial lateral
LG N or
7 1445.8 - 1374.3 3(氾1.1 柑8.7 154.1 56.5 55.1
9 1260.7 950 565.9 1562. 2551.9 95.7 242.7 9.9 238.3 38.5 80.5 1 4 2.4
C erebr alc oれe x
訂e alO(g) 訂eal O(W) 訂e a21 訂e a39 are a4 ar eal-3
hip Amy
m e sopo ntin e m edulla celebe ru m
m edial lateral g W
7 37.2 70.6 102.3 70.6 104.5 82 47.6 1 19.6 71 470.8 33.8 81.5
9 45.6 71.9 32.7 54.7 105. 54.7 1 16.8 344.9 112 30.4 46.
ー
, n Otm eSu red; N B M, n u Cleu sbasalis of Meyn e rt;NDBB, nu Cle usdiago nalbandofBr o ca;C N, C a udate n u cle u s;Put, Puta m e n;GPl,
1ateralglobu spal1idus; G Pm , m edialglobu spallidus; Ob, 01factory bulb; LG N, lateralgeniculate m lCle us; Or, OPtic radiation;hip,
hippo c a mpu s;Amy, a mygdala;g,gray m atter; W , White m atter.
ヒ ト脳 に お ける コ リ ン作動性神経 の 分布
の 陽性神経線維束 の 一 部 は , 核辺緑部で視床内側髄板 や視床外
側髄板の陽性神経線経と連続して い た . 外側膝状体 か ら背側 に
かけて連続性 に陽性線維を認め た. 陽性 線推は外側膝状体で は
特に背側部 で密 に存在し, 層状稀薄を形成 して い た . 外側膝状
体の背側を放射状 に走 る有髄線維 は視床内側髄板や外側髄薇 と
同程度 に陽性 であ っ た ( 図4). 内側膝状体には弱陽性の 神経
線推が散見され た.
Fig. 1. Im m u n ohisto che mistry 仏) and in situ hyb ri diz ato n
田)for Ch Hr in the n u cle u sbasalis of Meyn e rt. Mo stofla rge
n eu ro n s ar epO Sidve. × 54.
F短.2. Ch H r im m u n ohistoche mistry of 也e sagitalsec也o n at
也elevd of the n e o striatu m and basal forebrain of the hu m an
Ce rebr al left hemisphe re. (A)Kliiver Ba r rela stain . (B)
Im m u n ohisto che mistry. × 1.4.
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4. 大脳 皮質
大脳皮質領域 にもCbgI､免疫染色陽性あ る い はIS Eシグ ナル
陽性の神経細胞を認 めた ( 図5). 免疫染色陽性細胞 は, 主 に
中型又は大型 の錐体細胞で , 第Ⅲ層もしく は第 Ⅴ層 に分布して
い た (図6). また, 錐体細胞に比較して極 め て僅か で ある が,
陽性を示す小型 の紡錘型細胞ない しは多角型細胞も稀に認 めら
Fig.3. Im m u n ohisto che mistry(A)a nd in situ hyb ri diz ato n
(B)in the ca udaten u cle u s. Peri karya and cellpro ce s se s of
la rge , m ultipolar n eu rO n S ar einten sely stained(A). hrge
n e u ro n s c o ntain po sidv e signals(B,aJT OWS). × 108.
Fig. 4. Cb A T im m u nohisto che mistry of the co r onalse cdo n at
the le v el of the thala m u s ofthe hu m a n ce rebra1 1eft
he misphere. (A) K 柑ver Barrela stain . (B) C h A T
im munohistodhemistry . × 1.4.
4 50 笠
Fig･ 5･ Im mu n ohisto chemistry(朗and in,
Situ hybridizatio n
(B) in the prim ary m oto r c o rte x (a r e a4), a nd
im m u nohisto che mistry(C)in the p yri for m c o rtex (ar e a28).
Pyr amid aln e u r o n sin the m oto r c o rtex ar epositiv ely stain ed
(A)･ An a rr o windic ate s apyr a midal ne uro n c o ntaining
PO Sidv esignals(B). (C)sho w s apo sitiv ely-Stain ed, fus
n e u ro ni dl ep yri for m c o rtex. × 108.
れ た ( 図5 C)･ こ の陽性非錐体細胞 の 中に は 細胞の 両極 に突起
を持 つ 双極細胞棟の細胞も混じて い た. と きに , これ らの 錐体
型ある い は非錐体型の陽性細胞 の 胞体か ら連続 して 免疫染色陽
性 の神経突起を認 め た ･ ISH法で感光粒子を有す る神経細胞もt
ほ と ん どが 中型又 は大型 の 錐体細胞 で, 第Ⅲ層ある い は 第Ⅴ層
に 分布 して い た が , C h A T免疫染色標本 に比 べ 陽性細胞数 は少
なか っ た･ 皮 質領野 に よ っ て C h A T免疫染色陽性を示す神経細
胞 の分布 に か なりの差異 が認 められ た の で , 以下 に そ の 詳細を
亭己載す る (園7).
1)無顆粒塾皮質
無顆粒型皮質は皮質が厚く, 第Ⅲ層 と第Ⅴ層 が よ く発達して
錐体細胞 が圧倒的 に多い 領野で , 顆粒細胞 は ほ と ん ど認め られ
なか っ た. 中心溝より前部 に分布し, 運動野 (第4野 , 中心港
前壁と隣接部 の中心前回 に位置する) がその 代表 であ る. 運動
野 で は第Ⅴ層を中心 に陽性錐体細胞 が観察され , 第 Ⅴ層の細胞
陽性寧は0.88% であり大脳皮質中で最も高値を示す領野 の 一 つ
で あっ た (図 7 A B). な か で もBetz の 巨大錐体細胞 の 20.72% が
C 山 汀免疫染色強陽性を示 した . ま た, 第Ⅲ 層 にも比較的多数
の 陽性錐体細胞を認 め た . 運動前野▼(第6野) は運動野の 前方
にあり , 主 と して 大型 の典型 的錐体細胞 より構成 さ れ る が ,
Betz巨大細胞を欠く点 で運動野と区分される . 運動前野の第Ⅲ
層 , Ⅴ層 の 一 部 の 錐体細胞内に免疫反応産物を認 め た . 運動前
野 の第Ⅴ層 の 細胞陽性率 は運動野の 約半分(0.4 2%)で 低い が , 第
Ⅲ層 の 陽性率 は運動野(0.44 %)と運動前野(0.37%)は 同程度 であ
っ た . 運動前野の錐体細胞 は前方 か ら運動野 に向か っ て 細胞密
度 を増 し細胞 が大型化す る傾向 があっ た が , 運動 野 に近づく に
つ れ 陽性細胞数 が や や増加して い た .
2) 前頭塾皮質
前頭型皮質 は皮質が厚く 6層構造 が明瞭 であ っ た . 前頭葉
( 第8, 9野), 上 頭頂葉 ( 第7野), 楔前部 お よ び 中下 側頭回
(第20, 21野) の 大部分 が こ れ に 含まれ , 運動野 と体性感覚野
Fig･ 6･ hn m u n ohistodhemistry(郎and Ⅲ伽e rBarTela stain @)inthe sec onda ryvisualcortex(ar ea18), and im m u n ohisto che mistry(C)
a nd 印加e rBa rr ela stain (D)in the prim a ry motor cortex(a r e a4). Im m u n o re activityis dete cted in s o m e m ediu m･ Sizedpyr ami d al
n e u roJI Sin layer Ⅲ of the sec o ndaryvisualcortex 但), and in so m elarge pyr amid alneu r o n sinlaye rV oftheprim ary m OtOrC OrteX (D).
×22.
適温
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を前後から挟み込むような位置 にあ る . 前頭 葉 ( 第8, 9野)
および上頭頂葉 (第7野) で は 大脳皮質Ⅴ層の中型錐体細胞 に
Cb A T免疫染色性 が認め ら れ , 陽性率 は0.26% か ら0.46% であ っ
た ( 図7A.B). 第8野の舞Ⅲ層 には陽性細胞が確認 さ れ た が ,
第7野お よ び9野 の 第 Ⅲ層 に は 陽性細胞 は観察されなか っ た .
楔前部お よ び 申下側頭回 (第20, 2 1野) に は 陽性細胞 は認 め
られなか っ た (図7 C.D).
3) 頭頂型皮質
頭頂型皮質は顆粒層 が最も厚く細胞密度も高 い 領域 であり,
下頭頂葉, 上 側頭回 (第3 9野), 後頸側頭回(第40野) が これ
に含ま れた . 大脳皮質の第Ⅲ層 , Ⅴ層 に ある 一 部の 中型錐体細
胞が陽性 に染色さ れ, その陽性率は , それ ぞれ0.43% と0.29% で
あっ た (園7 A 息 C. D).
4) 極塾皮質
極塾皮質は前頭極 お よ び 後頭極近傍にあり, や や 薄い が 顆粒
細胞層 の比較的発達 した領野であっ て, 前頭葉 の 底部 にあた る
脹稀回後部 (第13野) ヤ ー 次視覚野 の 前外側 (第18野), 外側
清の 上 線 (第22野 の 一 部) が極塾皮質に属する . 第 Ⅲ層 お よ
び第Ⅴ層 に 分布す る中型 の 錐体細胞 の 一 部が 陽性で あ っ た が,
第Ⅴ層よ りも第 Ⅲ層 の ほ うが 陽性細胞を多く含 ん で い た ( 園
7 A.B). 第Ⅲ層 下層 の 陽性細胞 は他の領野 に比 して 多数認 め ら
れ, 第13, 18, 22野.は , 平均陽性率がそ れ ぞ れ0.73 %, 0.83%,
0.87% と高値 であっ た ( 図7C.D). 極塾皮質で は , 無 顆粒型皮
質に次 い で 第Ⅴ層 の 陽性細胞率も高く, 特 に前頭葉眼福回後部
(第13野) にお ける第Ⅴ層の陽性率は0.8 為 であっ た .
5) 顆粒塾皮質
顆粒型皮質は薄く, 密 に つ ま っ た 顆粒細胞が特徴的 であり,
その 多くは 一 次感覚野 に相当した. 中心後回とその中心傍内側
面 へ の 延長部か ら なる体性感覚野 (第1-3野), 鳥距溝の 唇部に
沿 っ た視 覚な い し有線野 (第17野) お よ び 二本の横回にある
聴覚野 ( 第4 1, 42野) とい っ た 領野が こ れ に相当する . こ れ
らの 顆粒型皮質に は明ら かな Ch A T免疫染色陽性を示す細胞は
観察 され なか っ た .
6) 帯状回と内嗅領
帯状回 (第23, 24, 31, 32野) およ び 内嗅領 (第28, 35野)
は 4層な い しは 5層 の 構造を示した . 本研究 で は , 海馬傍回
( 内嗅領の 前半部, 第28, 35野) お よ び帯状回前半部 (第24,
32野) の 浅層 にC bA T免疫染色陽性 の 錐体細胞 と非錐体型紙胞
を散見した (囲 7 B. D. F). 海馬傍回 (内喚領の 前半取 第
28, 3 5野) の 陽性細胞は , 小型 の単紡錘型でその長軸方向に制
索が わ ずか に染色され, 双極細胞であ っ た . 帯状回前半部 ( 第
24, 32野) の浅層 には 免疫染色陽性 の小型多角形細胞が見 られ
た ■ 非錐体型陽性細胞は こ の領野以外で は観察され ず, 特徴 的
で あっ た 個 7 F〉. 帯状 回前半部 ( 第24, 32野) は比較的錐体
細胞 が発達 し, 層構造的 には無顆粒皮質に近い が , その第 Ⅴ層
に 陽性錐体細胞が散見さ れ た . 内嗅領 ( 第28, 3 5野) に は第
Ⅲ層 , V層 に 相当す る層 に共に 0.6%程度 の 陽性細胞が見 ら れ
た .
以 上 の 所見を要約する と, 大脳皮質に お い て Cb A T発現を示
す神経細胞は , その ほ と ん どが錐体細胞 で , ClAT陽性非錐体
細胞 は 辺緑葉 の 一 部 に限局して い た . 陽性錐体細胞は運動 野 に
高密度 で , そ れ以外 の 領野で は運動前軌 二次感覚野, 辺緑葉
に若干多く , 連合野 で は ごく わずか で あっ た . 一 次感覚野 お よ
び側頸葉 の 大部分 に は認 め られ なか っ た . 層 間で 比較す る と,
F短･ 7･ Sdhem adc repr ese ntation of the regio nal distributio n of 血 血ergic n euron sin the cerebralcortex. 00,(C) and(E)sho wthe
late ral vie w ofthe ce rd ral he mi印here, and(B), の)and 耶 , the m edial view ofthe cerebru m･ Nu mbe rsindicated areaCC O rdingto the
CytO ar Chitectu ralm ap of Brodm an n
14}
･ 仏)a nd(B)血 o w thedistribution of C h H r im m u n o re activepyrami d aln e u ro n sin 1ayer Ⅲ 迩喝,
m o re也 anO･8%;礎困 &o mO･5% to O･8%;軸静 &om O.3% toO.5%; 触 ,belo wO.3%; ⊂],nOn e. (C)and(D),Pyr ami d aln eu r o n sinlayerV .
圏圃, m O rethanO･8%; 嘲 ,fro mO.5% toO.8%; 鼎 , &om O.3% toO.5%; 焼払,belo wO.3%;⊂ユ none. ㈲ and(円Show thedistributio n
Of C hA T im m u n o re acdv e, nO叩 yr amid aln e u rons. 噛 ,Pre Se nCe Ofn o n･P yr anid aln e u ro n s.
Fig.8. Im m 11 n O r ea Ctiv e丘be rsin the c er ebralc o rte x(ar e a21).
De n selmm u n o re activ eB be r s ar e r adial1y orie nt ed 血
･
O mthe
White m atte rtow ardsthegr ay m atte r(朗. Im m u nor ea ctive
V e rtic al and tr anSVe rSe丘be r(an a rro w)is obse rv ed inlayer Ⅲ
Of thegray m atte r(B).(朗, ×10.8. 田), × 108 .
Fig.9. Im m u n ohistochemistry in the mid-partOf the anterio r
po sterior exte nt of thehippo c ampuS. 1me r eis an eXten Siv e
in n e rv atio nofthe stratu m radiatu m and up pe rlaye r ofthe
Str atu mla culo mole c ula rlaye rsin C A 2a nd C A 3(betw e e n
a 汀O Wbe ads). × 4.3.
刑g･ 10･ Im m u n ohistoche mistryin the amy gd ala.
′
m eam ygd ala
COntains C h A T im m upo re activ efibe r s, Pa rtic ularlyin
basolateraln u cle u s. ×2.6.
第Ⅴ層の 陽性細胞は運動野 で高率で , 第Ⅲ層 の 陽性細胞は 二 次
感覚野 に比較的多か っ た. 連合 野お よ び 辺緑葉の 一 部で は 第Ⅲ
層, Ⅴ層 共に 陽性率は低 か っ た .
また, 神経線維 に関 して は , 大脳 白質に , び慢 性 に陽性線維
を認め た(図 8). 特 に, 側 頭葉 の 白質が免疫組織化学 で濃染
した. 脳梁内にまれ に免疫染色陽性線維を認 めた. 灰白質にも
陽性線碓を認 め , 深部で 白質の 陽性線経 と連続して い た . 灰白
質内の陽性線維は主 に束を作 っ て垂直に走り, 第Ⅲ 層に まで達
して い た ( 図8A). こ の 線維束 は深層 で太く , 浅層 にい く に し
た が っ て細 くな っ た . また垂直線経 と交差する よ うに横走す る
細い 陽性線雄もみ られ , こ の よ うな横走線維 は第Ⅲ層か ら 第Ⅴ
層の 間に多か っ た ( 図8B). 陽性線稚の 間に は 点状 の陽性反応
産物が無数 に散在して い た .
5 . 海馬お よ び扁桃
海馬お よ び 扁桃 は辺緑系 と の 関連 が強く , ま た , 免疫組織化
学お よ びIS H法で の結果が他の大脳皮質領域 と は非常 に異な っ
た 為, 本論文で は別項目と した .
海馬お よ び扁桃 に は , C h A Tm R N Aの 発現並 び に C h H r免疫
染色陽性を示す神経細胞は観察 さ れず, 反面 , 免疫 染色強陽性
を示す神経線雑 が多数認め られ た. こ の 神経線維 は海馬 で は主
に多孔分子層 の 上 層 と放射状層 に お い て 放射状 に観察され た
Fig.11･ Im m u n ohisto che mistry 仏) andin situ hyb ri diz aton
¢) in the late r odo rsaltegmentaln u cle u s. Mo st ofn e u ro n s
ar epOSidv e. × 54.
Fig.12. Im m u n ohistochemistry 仏) and in situ hyb ri diz aton
CB)in thetro chle ar Jl ude us. M o stofpblygo naln e u ron s ar e
positive. × 54.
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Fig･ 13･ Sche m aticdra wings repre sen血 gthedistributio nofthe choline rgic n e u r o n s(1eftside)and im m u n o re a ctiv e丘be rsfbrCh A T(hght
Side)in seri alsagittals e ctio n s ofthe hu m an C er eb u m andtr an S Ve r SS e Ction s ofthe c e rebellu m and m e s opo ntine. Dots repr e se nt
Choline rgic n e u rons. 歯 ,theba sal for ebrain;⑳,the n e o striatu m;⑳,the me sopo ntin e;⑳,the m edial h dbe n ula; *,the cr anialn e rv e s;
⑳.the pyr amid aln eu ro n sin layerⅢ ofthe ce rebralco rte x; ⑳, thepyr amidaln e u r o n sin 1ayer V of the c erebralco rtex;喝 the n on-
pyr amid aln e u ro ns of the c erebralc o rte x. (A)Sagiualse ctio nofro stalc e rebralco rte x. O3)Sagittals e ction at thele v elofthehead ofthe
Ca udate n u cle u s andputa m e n. (C)Sagiuals e ctio n atthele v elof the globu spal1idu s and amygd ala. (D)Sagittalse ctio n atthele v elof
ro stalth al血IuS and hip po c ampu S. C )Sagittalse ctio n atthelev e10f haben ula, m edialandlate ralgeniculate nu cleu s. (F)Sagittalse ctio n
thro ughthe calcarin e sulc u s. (G)nan sv e rs ee ctio n of the m e s op ntin e at thele v eloftro chle a r n erv e n u cleu s. 田)Tran sve rse se ctio n
Ofthe caud alme sopo ntine atthele v eloftheinl t rio colliculu s. O)Tr an SV e rS S eCtio n of the c e reb11u m and m e sopo ntin e at the lev elof
ab du c e nt n e rv e n u cle u s･ A, anterio r n u cle u s ofthalam u S;ab N, ab du ce ntn e rv e n u Cle u s; aC anterio r c o m missu r e; aCN, aCC u mbens
n udeus; Am b, a mygd ala,ba s olate raln u cle us; Am m. amygdala, m edialn u cleu s;C aq, C e ntralaqu adu ct;CC, COrPu S Callo su m;Cg, Central
gray; Cl, Clau stru m;C M, C e ntralm edi aln u cle u s of th alm u S;C N, C a udaten ucleus; C Pi, n良rio r ce rebllarpedu n cle ;CPm , mid dle
Ce rebellar pedu n cle; C Ps, Superio rce rebellar pedu n cle;Cp, C e rebralpedu ncle;Ctg, Ce ntraltegm e ntaltra ct;dg, de ntate gyru S;d N,
de ntate nu cle u s;eN, e mbolifor m n u cle u s;fN, hcialn e rven u Cleu s;反, fornix ;gN,globos en u cleus;G Pl,1ate ralglobuspalh dus ;G Pm ,
medi alg obuspal1idu s;h, habe n ula;hip,hippoca mpu s;ic, in 飴rio r collic ulu s;Ic a, a nt erio rinte rnalcapsula;Icp, PO Steriorinternal
CaPSula;iN, in tr叩 du n c ular n u Cle u s;L G N,1ateralge niculate n u cle us;L D,1ate ral dorsaln u cle u s ofth alam u S;L D
′
指N,1ate ral do
tegm e ntaln udeu s;11,1ate ral 1em nisc u s;M , medialn u cleu s of th ala m u s;M G N, m edialge nic ulate n u cle u s;ml, medial 1em niscu s; mlも
medial longitudinal 血scic ulu s;M S N, m edi alseptaln ucle u s;N B M, n u Cle u sba sans of Meyn e rt;N D B B, n u Cleu sdiago nal bandof Bro c a;
OCN, O Culo moto rnerve n u Cleus; Ot, Optictr act;pC,pO Sterio r c o m missu re;PpgN.pardbigem in aln u cleu s;PptN, pedu n c ulopo ntin e
tegm e ntaln ucle u s;Put,puta m e n;R retic ular n ude u s of th ala m u s;R N, red n u cle us; rN, r叩he n u cleu s;S a, Subc ano sal
}
ar e a;
Superio r c olliculu s;SuN, S ubdlalamic n u cleu s;VeN, Ve Stibular nerve n ucle u s; ⅥJ , Ventralnucle u sof dlala m us;V P, V e ntralm edial
n ucle u s of th alm u S;VTA, V e ntraltegm e ntalar ea;trN,trOChle ar n erve n u Cleu s; tZ,trape ZOid body.
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個 9). その 分布密度 は C A 2区域 と CA3区域で高く , 内外側
(C A 4区域や C A l区域) へ向かうに従い 陽性線椎 は漸減 して い
た
. 錐体細胞層 , 多形細胞層 , 顆粒細胞層で は 点状の陽性反応
産物が多数散見された . 海馬台前部内側主層から内喚領皮質深
層 に か けて C h 打Ⅰ
､
免疫染色陽性を示す線維が認め られ た . 扁桃
核の外側部を占め る 基底核と外側核内を直線状 に走 る線維束 の
一 部 は, 免疫染色陽性で あっ た (囲10). こ の 染色性 は尾状核
被殻複合体を走 る線条体淡蒼球線維束と同程度 に強 か っ た . 外
側か ら 扁桃核 の内側部 にい く にした が っ て , 線維の C b A T免疫
染色性お よ びその 密度は次第に減少して い た .
6. 中脳お よ び橋 (脳神経核を除く)
中脳および棉の背側部 (被蓋) に , C b A T陽性 の 神経細胞が
分布 して い た . 内側 縦束, 外側毛帯 お よ び内側毛帯 に囲まれ た
領域 にある脚橋被蓋核は , 多角形 か ら紡錘形の 小型な い し中型
の 神経細胞より構成され て お り, 中型細胞の大部分 は免疫染色
陽性 で , ま た , IS H法 で感光粒子を有 して い た ( 図11). 小型
細胞 は陰性であ っ た . 中心灰白質の腹側部を構成する外側背側
被蓋核にも, 免疫組織化学 お よ びISfI法で陽性を示す中型 の神
経細胞が散在して い た . 外側毛帯 と中脳外側縁 の 間 に あっ て ,
散在性 の 小型類円形神経細胞か らな る傍 二丘体核で は , ごく少
数の 小 即中経細胞 にClA T免疫染色陽性産物 が観察さ れ , 微弱
なCt ぱrm R N A の発現が認 め ら れ た.
内側従来, 内側毛帯 に は C h A T免疫染色陽性を示す神経線維
が比較的密に観察され た . 中心被董路 に は内側縦丸 内側毛帯
より若干染色性 の 弱 い 陽性神経線維が や や 租 に分布 して い た.
外側毛帯 には弱陽性 の神経線維が散見 された .
異質, 赤核お よ び視床下核にお い て は , 免 疫組織化学でも
IS H法 で も陽性神経細胞は観察さ れ な か っ た . しか し, 異 質,
赤核 お よ び視床下核を取り囲 む神経線維に免疫染色陽性産物を
認 めた (図 4). 異質 の 背側 や 外側で は色素細胞 が陽性線維束
内 に取り込まれて い た . そ の他 の異質領域でも陽性神経線維が
疎 ら に散在 し, 異 質緻密層 に若干密で , 異質網棟層 の 腹内側で
や や租粒 で あ っ た . 異質背内側から赤核腹側 に は , 腹側 被葦
野 と呼ばれ る大型で メ ラ ニ ン 色素含有大型細胞の散在する領域
があり, こ の 部位 に も緻密層と同程度の 陽性線維 が見 られ た.
異質周囲と ほ ぼ等 し い C b A T免疫染色性を有す る神経線維 が赤
核周囲か ら赤核内部 の 神経線維束 に観察された. 赤核 の 吻側部
と尾側部 とで , その 分布 に差はなか っ た .
上丘 につ い て は , 背外側部 に免疫染色陽性線維が認め られ た .
下丘 には免疫染色性を示す神経線維は認め られ なか っ た .
7. ′J､脳
小脳皮質お よび内在性核群 には , 免疫組織化学 でもIS H法で
も陽性神経細胞 は観察されなか っ た . 中小脳脚, 小脳白貿お よ
び顆粒細胞層 には , 免疫組織化学的に弱陽性を示す陽性神経線
維 が疎 ら に認め られた. 小脳深部の白質で は 内在性核群の 周辺
に陽性神経線維が やや集族 し てい た. 小脳半球白質と虫部白質
で の陽性線維の分布はかなり不均 一 で あ っ たが , 領域 ご と の差
異は は っ きりしなか っ た . 顆粒細胞層の陽性線椎 は , 主に自賛
に近い深部 にみ られた.
8. 脳神経核
動眼神経核お よび滑車神経核の70～ 80% の神経細胞 に , IS E
法で高密度の 感光粒子 が認められ , 免疫組織化学的 にも強陽性
で あっ た (図 12). 三 叉神経運動核, 外転神経核 , 顔面神経核
も同程度の 陽性所見を示 した. エ ー デイ ン ゲ ル ･ ウ エ ス ト フ ア
ー ル 核 で は C hjrrm RNA の 発現 お よ び免疫染色性 は弱 か っ た .
舌 咽神経前位核お よ び迷走神経背側核に免疫染色弱陽性の 神経
細胞が散見された . こ の 神経細胞 はIS H法で ごく少数の感光粒
子を有 して い た . 副神経核お よ び舌下 神経核 にも免疫染色弱陽
性 の細胞が わず か に観察された .
以上 の 免疫組織化学 お よ びIS H法の 結果を図 13 にま とめ た .
なお , 対応す る組織 に つ い て , 一 次抗体 の代 わ りに非免疫ウ
サ ギ血 清を用い て 行 っ た免疫組織化学 で は反応産物 は認 め られ
ず , ま た, セ ン ス プ ロ ー ブ を用い たIS E標本で は , 陽性 と判定
で きる感光粒子 の 集族 は確認 され なか っ た .
Ⅰ. CllA T活性
計測 した 2症例 の各相当領域 の C b A T活性を表2 に記載した.
C h A T活性は前脳基底部 お よ び新線条体 で高値 (500･3000pm ol/
分/mg蛋白量) で あり, 他の 領域 の 10 か ら20倍 の 高い 活性を
示した . そ の 中で も被殻 が最も高く , 尾状核, マ イネ ル ト基底
核相当領域ヤ プ ロ ー カ対角帯相当領域 が それ に続 い た . 内側中
隔核相当額城は これ ら に此して や や低値 であっ た . 淡 蒼球, 視
床 お よ び扁桃 の C h 打r酵素活性 は ほ ぼ 同程度であり , 海馬 はこ
れ ら よりや や 低値 であ っ た .
大脳 お よ び小脳 で は C h A T活性は皮質 , 髄質ともに低く , と
りわ け小脳皮質で は最も低 か っ た . た だ し, 大脳 皮質領野では
運動野 ( 中心前回)が他 の 大脳皮質領野よりわずか に高値であ
っ た
.
中脳 背側部お よ び腹側部 ともに Cb 〟Ⅰ
､
活性 は低値 であっ た ･
以上 の 様 に, 免疫組織化学で 陽性神経細胞が確認 される領域
あ る い は 陽性神経線維 が鼻音 に分布して い る 領域 に , 高 い
CtlA r活性 が検出 され る傾向にあっ た.
考 ､ 察
本研究 で は , 免 疫組織化学 とIS H法を組 み合わせ る こと によ
り, ヒ ト脳 にお ける Ch A T発現神経細胞 の局在と C h A T含有神
経線維 の分布 を確認 できた . これ まで に, ヒ ト中枢神経系 にお
ける Cb A rの 局在を免疫組織化学的に検討 した研究は い くつ か
報告 され て い る が
1 8)17)
, IS H法 に よ る研究や免疫組織化学とISIl
法を組 み合わ せ た 研究は ない . 免疫組織化学 は陽性神経細胞と
陽性線維を容易に捕らえ る こ と がで き る が , 厳密 には C b A T発
現神経細胞を同定できな い . そ の ため に は Cb A Tm R N A が細胞
に存在す る こ と を証明しなければならず, IS H法 は 不可欠であ
る. ま た , こ れ まで の C b Årの 免疫組織化学的研究が凍結小切
片 を用 い て い た の に対 し, 本研究で は , 組織を大 ブ ロ ッ ク の ま
ま パ ラ フ ィ ン に 包埋し大切片標本を作成 して 検索したこ これ に
ょ り, 構造 の認識と領域 ごと の つ なが りを比較的容易 に とらえ
る こ･とが で き, よ り詳細な検討 が可能となっ た. こ れは , 本研
究室で作成された抗体 が パ ラ フ ィ ン包塊標本 にも適用できたこ
と に起因す る1 2)1 4). さ ら に , 本研 究で は, さま ざまな部位 につ
い て C b År活性を計測す る こ と によ っ て 生 化学的 にもCb A T含
有領域を大まか に とらえ, 形態学的な検索結果をより信頼性の
高い もの と した . 以下, 領域 ご と に考察する .
先ず前脳基底部 に つ い て は , ヒ トの 内側中隔核, ブ ロ ー カ対
角帯, マ イ ネル ト基底核の うち, マ イネ ル ト基底核につ い て は
既 に よく調 べ られて お り, 大型神経細胞の80～ 9 0%は C b 〟r免
疫染色陽性 と報告されて い る18)19). 本研究で も , マ イネル ト基
底核で は 95%以上 の神経細胞 が強陽性 であり, IS H法もそれを
裏付けた . さ ら に, k bed叩 ら 訟】が報告して い る よ うに , 内側
ヒ ト脳に お ける コ リ ン作 動性神経 の 分布 455
中隔核や ブ ロ ー カ対 角帯 にもC b A T陽性神経細胞を確認 し た .
しか し, 内側中隔核に つ い て は , か な りの 神経細胞が免疫染色
陽性であ っ た に も拘 わ ら ず, IS H法で は細胞体 に陽性 シ グナ ル
を確認でき なか っ た . 内側中隔核の 免疫染色陽性細胞の 染色性
が マ イ ネ ル ト基底核 ヤ プ ロ ー カ 対角帯 に比 べ 弱 か っ た こ と や
C h AT活性が や や 低か っ た こ と か ら , 内側 中隔核の C h A T発
が低く微量の Ch H rm R N A しか有 さ ない た め , 今回の IS H法で
は検出できなか っ た 可能性 が考え ら れ る . 逆転写P C R(Re v erse
tran scripta se-pOlymera Se Ch ain re actio n)法等と い っ た非常 に感
度の 高 い mR N A検出法を用い て検討する必要があろう.
色素 に よ る順行お よ び逆行性追跡法や局部損傷法を用 い た動
物実験 に よ る と, 内側中隅核 と ブ ロ
ー カ対角帯は海馬や嗅球 へ ,
マ イネル ト基底核 は大脳皮質 に主 に投射 してお り21 卜 23), 学習や
記憶 に重要な役割を担 っ てい る と い わ れ て い る
24)25)
.
ヒ トで は
こ の よう な直接的な証明はなさ れ て い ない が , 周知の 如く , ア
ル ツ ハ イ マ ー 型痴呆患者脳 で は マ イ ネル ト基底核の 萎縮 と コ リ
ン作動性 ニ ュ ー ロ ン の 減少が み ら れ
26)
, 大脳皮質 (前頭葉, 側
頭葉, 頭頂 葉) の C h AT 活性 が著 しく低 下す る の で
27) 28)
, ヒ ト
の マ イネル ト基底核も広く大脳皮質に投射 して い る と 考えら れ
てい る .
次い で , 線条体に 関 して は , 尾状 核, 被殻お よ び 側坐 核の ほ
と ん どの 大型神経細胞 は C b A T を発現 して い た が , 淡蒼球 には
C 山1Tを発現 し て い る 神経細胞は認 め られ な か っ た . こ れ は ,
Me sula m ら
29)や Selde nら
30)の 免疫組織化学的所見 と 一 致する .
ヒ ト の 新線条体 で は 大型神経細胞 と小型神経細胞 と の 比 は
1:130 か ら1:250(平均1:170) 3 りと 報告 され て い る の で , 新線条
体の 神経細胞の 0.4 ～ 0.8%が コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン と い え る.
ラ ッ トで も大型神経細胞 が コ リ ン 作動性神経 (新線粂体の 全神
経細胞の 1 ～ 1.7%) で あり32) 33), 小型神経細胞 は主 に ガ ン マ ア
ミ ノ酪酸 (ga m m a a min obutylic a cid, G A B A) 作動性ニ ュ ー ロ
ンや ソ マ トス タチ ン 含有 ニ ュ ー ロ ン と い わ れ て い る
:10)34)35)
色素 ト レ ー サ ー を ラ ッ ト脳 の 種 々 の 領域 に注 入 し て もA C h E
免疫陽性神経細胞 は ト レ ー サ ー に よ っ て 標識 され ない こ と
36)
か
ら
, 新線 条体 の コ リ ン作 動性 ニ ュ ー ロ ン は , 新線条体内の 神経
細胞 に シ ナ プ ス 結合す る局所回路 ニ ュ ー ロ ン と い わ れ て い る .
ラ ッ ト線条体を電顕的に検索 した 研究 で は , C h l T免疫染色陽
性神経末端 の 2 ､ 3%の み が コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン と シナ プス
を形成 して お り, コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン の 大部分 は小型の 非
コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン と の 非対称性 シ ナ プ ス を形成 して い る
と報告 され て い る37). 本研究で 観察 さ れ た 尾状核と被殻 にお け
る Cb A T免疫組織染色陽性 を示す微細 な神経網 は, こ の よう な
新線条体内 に形成 され た密な コ リ ン 作動性神経線維 の 局所回路
網を示 して い る の か も しれ な い .
一 方 , 被殻 と 淡蒼球を連絡する線維束 の 一 部 もCb A T免疫染
色陽性で あ っ た の で , 新線条体 の コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン の仙一
部は淡蒼球 の 神経細胞 に シ ナ プ ス 結合 して い る 可能性 が示唆 さ
れる . 淡蒼球 が Cl 止Ⅰ
､
発 現神経細胞を含 んで い な い に もか か わ
らず, 比較 的高い C b A T活性を有 して い た こ と もそ れを支持 し
てい る . M e s ula m ら2 9)も淡蒼球内 に ClA T免疫染色陽性線維を
認め て い る . 彼 ら は , 同時 に 神経成長因子受容体 (n e r v e
gro w血 hcto r re cepto r, N G Fr) に対す る免疫組織化学も行 っ て ,
淡蒼棟内に N G Fr陽性線維を観察し て い る . 成 人 ヒ ト脳 で は ,
N G Fr は主 と して コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン に発現 し, しか も前
脳基底部の コ リ ン作 動性 ニ ュ ー ロ ン は 陽性で あ るが , 中脳橋被
蓋核 の コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン は 陰性で あ る こ と か ら
38)39)
, 淡
蒼球内に み られ た C†lA T免疫染色陽性線維は む しろ 前脳基底部
の コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン に由来する の で は な い か と述 べ て い
る . 本研究で は , 前脳 基底部の コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン が 淡蒼
球 へ 投 射 して い る か どうか を明 らか にす る こ と は で きない が ,
淡 蒼球 の 下線や 淡蒼棟内節の 内側 に み ら れ た C もA T免疫染色陽
性線維 の 一 部は , こ の ような神経線維なの か も しれ ない .
機能的に は線条体が錐体外路運動系の 一 部を形成す る こ と は
有名であるが , それ は主 に被殻 の 機能である
40)
. 尾状核 は認識,
連 想に 関与す る と い わ れ , 腹側線条体 (側坐核)は情動 , 注意
お よ び 関心の 機序 に関与する と考え られ て い る41). 線条体 は ア
セ チ ル コ リ ン の 他 に グ ル タ メ イ ト, G AIヨA, ソ マ トス タ チ ン ,
セ ロ ト ニ ン お よ びサ ブ ス タ ン ス P な どの伝達物質を含ん で い る
こ と が 知 られ て い る が, 線条体の 部位 に よ っ て ソ マ トス タ チ ン
や サ ブ ス タ ン ス P な どを有する神経細胞 の 分布が異な る34). さ
ら に, 線条体と線碓連絡 を有する神経領域 に つ い ても, 線条体
の 部位 に よ っ て相違が ある
41)
. この よ う に, 組織学的に は 同 一
構造 にみ える 線条体 は , 細胞構築学的に は 異質な細胞の 集合体
で あり, これ が 機能の 差 に反映され て い る と考えられ る. アル
ツ ハ イ マ ー 病で は , 側頭葉や 扁桃と深い つ な がり の あ る側坐核
の コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ンが 萎縮脱落す るが , 被殻 と尾状核の
コ リ ン作 動性 ニ ュ ー ロ ン に は著変が ない こ と 訓)か ら, ヒ ト線条
体内に概ね均等 に分布 し て い る コ リ ン作 動性 ニ ュ ー ロ ン にも,
部位 に よ る機能の差 がある こ と が示唆 され る.
第 三 に , こ れ まで に ヒ ト の 間脳 で は , 内側 手綱核 に の み
C b A T免疫染色陽性神経細胞 が観察さ れ て おり
d2) d3)
± ラ ッ トで
も免疫組織化学とIS H法で 内側手綱核 にC h A Tの 発硯 が確認 さ
れ て い る
8) 44) 45)
. 本研究で も手綱核内側部 にCl班丁免疫染色弱陽
性細胞を認め た が , IS H法で は C h A TmR N Aを検出できなか っ
た . 手綱核も内側中隔核と同様に , C h A T発現 が低く ごく微量
の Ch A Tm R N A しか ない た め, 陰性 に な っ た の か も しれ な い .
CtlA T免疫染色陽性線維は手綱脚間接路, 視床髄条で陽性を示
し た. 手綱核は 手綱脚間核路 ( 半屈束)を通 じ て脚間核と 一 部
の 正 中縫線核 へ 投 射する 43) . ヒ ヒ の Cb A T活性測定実験 で は ,
手綱核, 半屈束お よ び 脚間核で有意 に高値 を示 した と報告さ れ
て お り
4)
, 手綱核, 半屈 束お よ び脚間核を結ぶ 経路が コ リ ン作
動性であ る こ と を支持 して い る .
祝床 にお ける コ .リ ン作動性神経線維 の 分布 に つ い て は, 最近,
He cker sら 柑 や Br a mdel ら4(
i)に よ っ て詳 しく検索 さ れ て い る .
そ れ に よ る と, 視床 は コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン を含ん で い な い
が , 広 い 範匝=こ わ た っ て コ リ ン作動性神経線維の 投射を受け て
い る . 特 に視棟内側髄板 お よ び祝床外側髄板 はC h A T免疫染色
｢敵性線維の 最も多い 領域で , 視床枕 や内側膝状体は陽性線維が
最も乏 しい と報告さ れ てい る . 今回の IS田去で も, 視床 に は コ
リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ンが ない こ と が 再確認 さ れ た. ま た , コ リ
ン 作動性神経線椎の 分布 に つ い て も彼 ら の 結 果と ほ ぼ 一 致 し
た . 色素ま た は酵素 ト レ ー サ ー 法 と C h A T免疫組織化学を紅み
合 わせ た ラ ッ ト, ネコ , サ ル の 実験か ら , 視床 へ 投射する コ リ
ン 作動性神樫線椎は前脳基底部と中脳橋被蓋核 の 2 つ の 領域の
コ リ ン作 動性 ニ ュ ー ロ ン に 由来する こ と が わ か っ てい る
47 卜 53)
そ の 投射形式 に つ い て は ラ ッ トで よく調 べ ら れ て おり , 前脳基
底部 の コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン は視床網様核の み に投射 し, 中
脳橋被豊核の コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン は視床の 全て の核 に広く
投射する と 報告され て い る
岬= 8)
. ヒ ト で は脳幹か ら の 視床 へ の
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入 力 は主 に内側毛帯経由であり , 前脳基底部か ら は視床束経由
と い わ れ て い る の で 40) 49)
50騨 3)
, 本研 究で こ れ ら の 線維 が C b A T
免疫染色陽性であ っ た こ と は , ヒ ト視床 にお い て も前脳基底部
お よ び 中脳橋被蓋核 の 双方 か ら 人 力を受けて い る と 考えら れ
る. 程度 の差 は あれ , 視床 の 全 て の 核群 に C 旭Ⅰ
､
陽性線維が認
め ら れ た こ と は, 視床の形成す る膨大か つ 複雑 な ネ ッ ト ワ ー ク
の 中で, コ リ ン 作動性神経投射 が視床 へ の 情 報入 力機構の ひ と
つ と して 重要 な役割を果 た して い る こ とを示唆 して い る .
本研究 で は, 外側膝状体内 に陽性の 線維が認め られ , 外側膝
状体 の 背側 の 有髄線維 にも連線性に陽性線維が観察され た . し
か し, 視 神経 ,.視索 は ClA T免疫染色陰性 であり , ま た , 外 側
膝状体内 に陽性細胞 は認 め られ なか っ た . これ ら の 結 果か ら ,
視神経以外 の 外側膝状体 へ の 入 力線維 の 少なく とも 一 部 が コ リ
ン作 動性 であり, 外側膝状体 の出力線維 は非 コ リ ン 作動性 であ
る と い える . Ⅲ0 0V e rら54)は , ラ ッ ト中脳橋毛様体を破壊する と
外側膝状体 の A C h Eの 染色性は低下 しChj U活性 が 40 % に減少
する こと か ら, ア セチ ル コ リ ン が 中脳棟毛様体 か ら外側膝状体
をは じめ と す る視床視覚関連核 へ の 伝達物質の 一 つ で あ る こ と
を指摘 した . そ の 後 の動物実験 か ら も中脳橋被蓋核 の コ リ ン 作
動性 ニ ュ ー ロ ン の 一 部 が外 側膝状体 へ 投 射 して い る こ とが 裏付
け られ て い る乃42)51)52)55)56). 外側膝状体 は視覚の 単な る 中継核で は
なく他 の情報を加味 し処理する こと によ っ て 視覚情報 の 修飾 を
行う核 と い わ れ て い る 叩 . 外側膝状体 へ 投射す る コ リ ン 作動性
神経線維も, こ の よ う な視覚に関す る機能 に関与 して い る の か
も しれな い .
第四 に , 大脳皮質に お け る コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン の 存在 の
有無は , こ れま で 未解決 の 問題であ っ た. ラ ッ トの 大脳皮質を
免疫組織化学的に検索 した 比較的初期の 研究で は 5均
､ 即
,
コ リ ン
作動性 ニ ュ ー ロ ン は認 め られ なか っ た と報告 して い る . しか し,
そ の 後, ラ ッ ト大脳皮質全領域 に陽性神経細胞を散見する と報
告 し た免疫組織化学的研究も少なか ら ずみ られ る 2)
61 卜65)
.
こ れ
ら の 研究で 明 らか に さ れ た 陽性細胞 は , 大脳皮質第Ⅱ層か ら第
Ⅲ層 に分布 し, 小型 の 紡錘形神経細胞 で双極細胞 と判断 され て
い る . と こ ろ が , ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法やIS H法を用 い た多く の
研究 で は , ラ ッ ト大脳皮質 に Ch A Tm R N Aを発現する神経細
胞 は確認さ れ て い な い
44)6 6)67)
. La ute rbo rnら
8)の み が ラ ジ オ ア イ
ソ ト ー プ で ラ ベ ル した cR N A に よ るISIi法 で , オ ー ト ラ ジ オ グ
ラ フ イ ー の 露光 時間を長く して , ようや く大脳皮質 の 神経細胞
に弱 い 陽性 シ グ ナ ル を認め る こ とが で きた と報告 して い る . さ
ら に , こ れ まで の と こ ろ, ラ ッ ト以外 の 晴乳動物 で大脳皮質 に
C b A Tを発現す る神経細胞を確認 し た とい う報告 は ほ と ん どな
い
. 唯 一 , He ndryら
68)
が , サ ル の 胎児を免疫組織化学的に検
索 し, 中心前回, 中心後回お よ び後頭葉 の 第Ⅴ , Ⅵ層 に 小型の
紡錘形な い し卵円型 の 陽性神経細胞 を認め て い る にすぎない .
無論, ヒ トに お ける こ の ような 報告はない .
本研究で , ヒ ト大脳皮質に コ リ ン作 動性 ニ ュ ー ロ ン が 存在す
る こ と, そ し て, その 分布密度 が皮質領野に よ っ て か なり異な
る こ とを は じめ て 明ら か に した . こ れ まで に , な ぜ 本研究 の よ
うな報告が なさ れ て こ なか っ た の か につ い て は , い く つ か の 理
由が考えら れ る . まず第 一 に, ヒ トの 大脳皮質を対象 と した研
究 そ の もの が少なく , あ っ て も前脳基底部や中脳 の コ リ ン作 動
性 ニ ュ ー ロ ン に 由来す る神経線維の 大脳皮質 におけ る分布を解
析する こと に重点がお か れ て おり
69)70)
, 本研究の よ う に, 細 胞
に 注目 して大脳皮質全体を詳細 に検討 して い な い . しか も, コ
リ ン 作 動性神経線維 の 分布 を詳 しく把撞す る目的で 40/∠ m の
厚 い 切片 に よ る免疫組織化学を行 っ た場合7 0), 細胞 に 関する解
析 は困難 と思 わ れ る . 第二 に, こ れま で は パ ラ フ ィ ン 包埋標本
に適用 できる抗 ヒ ト CI ぱ r抗体 は な く, い ずれ も凍結組織標本
で免疫組織化学 を行 っ て い た た め検索範囲が限 られ て い た こ と
が挙げ られ る . ヒ トで は 大脳皮質が著 しく発達 し て い る の で,
本研究 で 明 らか に され た よう に , 検索部位 に よ っ て は, 疎 ら に
散在す る CI 止r発現神経細胞をと らえ る こ と が で きな い 可 能性
がある . 第三 に, 既 に述 べ た よ うに , ヒ トの 脳標本を用 い た免
疫組織化学は , 患者 の 基礎疾患 , 死亡前の 状態, 死後か ら 固定
ま で の 時間, あ る い は 固定 の 状態に よ っ てか なり左右 さ れ る の
で , 2ない し3症例 と い っ た数少ない 検討
69)70)で は 陽性細胞をと
ら え る こ と が 難 しい か も しれ な い . 第 四 に , ヒ ト C b A Tの
cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ に成功 し た こ と で
13)
, IS H法が 初 め て可
能 に な っ た こ とが 挙げ ら れ る .
大脳皮質の 神経細胞 が形成す る神経回路 に つ い て は, 大まか
に, ごく近傍 の 皮質内で局所回路を形成するもの , 離れ た皮質
領域と シ ナ プス を形成す るもの , お よ び 皮質下神経領域 と シナ
プ ス を形成す るもの の 3種類 に分けら れ る . 一 般的 に, 皮質内
に投射する軸索を持 つ 大部分 の袖経細胞 は小型紡錐形あるい は
類円形 で第Ⅱ層 にあ る と い わ れ , また 一 部 は第 Ⅲ層 に も存在す
る . 第 Ⅲ層 の 一 部 の 錐 体細胞 は近傍 の 皮質深部 に シ ナ プ ス し,
ま た 一 部は連 合線維ある い は 交連線維を介 し て 同側 や反対側の
大脳皮質と連絡 し て い る . 皮質下神経領域 に投射線維を送る神
経細胞 は, 主 に大型錐体細胞で多く は第 Ⅴ層 にある と い わ れ て
い る71).
前述 の よ う に , ラ ッ ト の 研 究 で 明 ら か に さ れ た大脳皮質 の
Cb A T免疫染色陽性細胞 は , 主 に大脳皮質第Ⅱ層か ら 第 Ⅲ層 に
分布 し, 小型 の 紡錘形神経細胞で双極細胞 と同定 され た. ラ ッ
ト大脳皮質 に カ イ ニ ン 酸を注入 し局所 の神経細胞の み 破壊する
と その 部位 の C b AT活性 が30 %減少す る こ と72), そ して 自質を
離断 して も大脳皮質 の C h A T活性 は15～ 30 %程度残存す る こ
と 72)73)が 知 ら れ て い る , Co s s ette ら
74)は マ イ ネル ト基底核をイ
ボ テ ン 酸 で 破壊す る と , 前 頭葉 お よ び 側頭葉の C b A T活性は
40 %減少 し, 3 カ月後 には マ イ ネル ト基底核 の コ リ ン 作動性神
経細胞 は回復 し な い が , 大脳皮質の CIA T活性は破壊直後 より
2 0%回復する事か ら, 大脳皮質 に コ リ ン 作動性神経細胞 の存在
する こ と を示唆 して い る . そ して こ れ ら の 大脳皮質の コ リ ン作
動性 ニ ュ ー ロ ン は局所回路を形成す る介在 ニ ュ ー ロ ン と 考えら
れ て い る
2)61) 叫
. お そらく , ラ ッ ト同様, 今 回 ヒ トで 明ら か に さ
れ た第 Ⅲ層 の 非錐体細胞型の コ リ ン 作動性 ニ ュ
ー ロ ン は こ の よ
うな介在神軽であ ろう と考えら れ る .
運動 野の Betz細 胞 に代表 さ れ る よ うな第 Ⅴ層 の ほ と ん どの
C b A T発現大型錐体細胞 は , 皮質下神経領域 に投射線維を送っ
て い る と思 わ れ る . Betz細胞 は 脳幹以下脊髄 にあ る下 位運動ニ
ュ
ー ロ ン に シナ プス 結合 し随意運動 を コ ン ト ロ ー ル して い る こ
と は よく知 ら れ て い る. こ れ らの 下 位運動 ニ ュ ー ロ ン の 細胞体
に しば しば Cb A T免疫染色陽性 の ボ タ ン状構造物が密着 し てい
る が7 5), そ の 一 部 は大脳皮質 の コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン に由来
して い る と 思わ れ る . しか し, 運動野以外 の 領域 の 第Ⅴ層 にあ
る C h A T発現大型錐体細胞 が , どの領域 に投射 して い る の か は
今後の 重要な課題であ る.
最も問題 となる の は第 Ⅲ層 の 錐体細胞型 の コ リ ン 作動性 ニ ュ
ー ロ ン の線練達絡であ る . ま れ で はあ る が脳梁 に ClA T免疫染
ヒ ト脳に お ける コ リ ン 作動性神経の 分布
色陽性線維 を認め た こ と は , こ の 細 胞の 一 部が 交通線維に よ っ
て反対側の 大脳皮質と連絡 して い る こ とを示唆 して い る . しか
し, 今回の 研究で は, 第 Ⅲ層の 錐体細胞型の コ リ ン 作動性 ニ ュ
ー ロ ン が 近傍の 皮質内で局所回路 を形成 し て い るの か , 経れ た
同側 の 他 の 皮質領域 と シ ナ プス 結合 して い る の か , さ ら には そ
の 両者 の 結合も担 っ て い るの か は 不明であ る. ア セ チ ル コ リ ン
は, 神 経終末 の 細胞質 に お い て C h ÅT に よっ て 合成 さ れ た衡
ア セ チ ル コ リ ン 小胞 内輸送坦体 (v e sic11a r a c etylcholin e
tr an SpOrte r, V A Ch T) を介 して
一 旦 シナ プス 小胞 に貯えられ る .
最近 にな っ て, こ の V A C b T蛋白 が コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン の
神経終末を認識す る た め の 非常 に よ い マ ー カ ー となりう る こ と
が示さ れ て い る の で
76) 77)
, ChAT とV AC h Tに対す る免疫組織化
学を組 み合わせ る こ と に よ っ て, 第 Ⅲ層 の 錐体細胞型 コ リ ン作
動性 ニ ュ ー ロ ン が近傍 の 皮質内で局所回路を形成 して い る の か
否か を明ら か にで き るか も しれ ない .
大脳皮質の コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン の 存在部位 , 変性疾患等
との 関係 か ら以 下 の ような機能の 可能性 が考えら れ る .
運動野で は 第 Ⅴ層 の 陽性細胞率が高率 であり, しか も, か な
りの 数の Betz巨大錐体細胞 が Ch A Tを発現 して い た . 先に ふ れ
た ように , Betz細胞 は下 位運動 ニ ュ ー ロ ン に随意運動の 情報伝
達を行う皮質脊髄路の 主要な起源 な の で , C壬ばr発現Betz細胞
が 随意運動を コ ン ト ロ ー ル して い る こ と は 容易 に推測 できる .
しか し, 今回の 検索で は す べ て の Be也 細胞 に C 山u､を認め た わ
けで は ない . 組織 学的 に は 同 じ よう に み え る Betz細胞 に も機
能的な多様性があ るの か も しれ ない が , 脊髄前角運動 ニ ュ ー ロ
ン で 明ら か に され た よう に
9)
, Betz細胞 にお い て もC b A T蛋白
の分布が細胞内で不均 一 な ため に陽性率 が低下 した の か も しれ
ない . こ の 点 に つ い て は, 連続切片を用 い て解析す る必要があ
ろう .
一 次感覚野 に は陽性細胞が観察 され ず , 二 次感覚野 で第 Ⅲ層
の 陽性細胞率が高か っ た . 一 般的 に, 一 次感覚野 が主 に皮質下
から の 特殊感覚 入力を受ける の に対 し て , 皮 質内連絡 の 発達 し
た二次感覚野 は 一 次感覚野と密接 な相互 関連を有 し, 情報 の 識
別, 修飾を行うと い わ れ て い る
71-
. 従 っ て , こ の 領野 の コ リ ン
作動性 ニ ュ ー ロ ン も皮 質内で の 感覚 に関する情報処理 の-∴軋を
担っ て い る 可能性 がある . 本研究 で は 二 次感覚野の 中で も, 二
次視覚野 に お い て 第Ⅲ層 の コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン が 最も多く
観察さ れ た . 二 次視覚野 は 一 次視覚野お よ び三 次視覚野 ( 第19
野) と密な連絡 を有 し, 立体視の 深度認識 をは じめ と して 複雑
な視覚情報の 処理 を行う と い わ れ て い る78). 視床 の 項 で既 に述
べ たよ うに 大脳皮質~Fで コ リ ン作 動性 ニ ュ ー ロ ン が 視覚情報処
理に携わ っ て い る と 考え られ る が , そ れ と同時 に大脳皮質内で
もコ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン が 視党系領域 と関連 し てい る点 は興
味深い .
島, 眼礪回後部 (第13野), 島外側溝 の 上 線 ( 第22野 の 一 部)
にも陽性錐体細胞が多数観察 され , 他 の 領域 に比 べ 第 Ⅲ層の 陽
性細胞率が若干高値であ っ た . 前頭葉 の 底部 にあた る眼裔回後
部(第13野), 島外側溝 の 上 縁 (第22野 の 一 部) は細胞構築学
的お よ び機能的類似性か ら辺緑葉 の 一 部 に分類 さ れ る こ とが あ
り71), 帯状回や 内嘆領 (海馬傍回) も, 辺麻糸 に含ま れ る . 辺
縁系の 主要構成部で ある海馬が記憶 に関係 して い る こ と は異論
の ない と こ ろで あ るが , Hym anら
79)は 海馬傍回 (内喚領) にも
その 機能があ る と指摘 し て い る . ア ル ツ ハ イ マ ー 型痴呆で は,
海鼠 海馬傍回 ( 内喚領) を含む側頭葉内側 の 萎縮お よ び神経
457
細胞の 脱落が壊も特徴的である が , 帯状 回, 前頭葉内側面, 島
もか なり萎縮 し80), 老 人斑 の 出現も他の 領域 に比 べ 有意に多い
と報告 さ れて い る81) . Esiriら 82】は , ア)L/ ツ ハ イマ ー 病で , 辺緑
葉 ( 島, 海馬傍回), 側頭葉 ( 第20, 21, 22, 38野), 前頭葉 ,｣
頭頂葉 ( 第7, 9, 13, 25, 46野) お よ び 一 次感覚野 (第1 ～ 3,
17野) の 神経原線維変化の 出現数 と Cb ÅT活性 の 変化 を検索 し
た と こ ろ , 神経原線維変化は辺緑葉で最も多く , 側頭葉がそれ
に綻き, 前頭葉お よび 東頂菓 で は辺緑葉, 側 頭葉 の半分以 下 で
あり , 一 次感覚野で はほ と ん ど観察されなか っ た と報告 して い
る
. また , ClA T活性減少の 割合､も, 辺緑黄で 75%と最も著 し
く , 側 頭葉は約60%, 前頭葉お よ び或頂葉 , 一 次感覚野で は約
5 0% であ る とい う. Do u rn aud ら描)は , ア ル ツ ハ イ マ ー 病患者 に
つ い て , 死 亡以 前の プ レス テス トス コ ア(Ble ss edtests c or e)に
基づ く痴呆 の 程度 と大脳皮質 ( 第9, 17, 1 8, 22, 40野) の
C h A T活性 の 低下ある い は 老人斑出現程度 と の 関連 に つ い て検
索 を行い , 第22野は老人斑が高率 に出現 しC h 町r括性が最も低
下す る領野の 一 つ で , しか も第22野で の C h A T活性の 低下 は プ
レス テ ス トス コ ア に基づ く痴呆の 進行 の 程度 に比例する と報告
して い る . 以上 の ような研究か ら , 海馬や海馬傍回以外 に, 辺
縁系領域 にある コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン も記憶 に深く関わ っ て
い る こ と が 示唆さ れ る . しか し, 実際に ア ル ツ ハ イ マ ー 型痴呆
で こ の よう な領域の コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン が 変性, 脱落 して
い る の かを検索する必要がある. ま た, アル ツ ハ イマ ー 病 の 大
脳皮質の 変性 は第Ⅱ , Ⅲ層 の 神経細胞の 脱落か ら 始まり, やが
て は 第Ⅴ層 にまで 及ぶ が , 基本的に は 第Ⅲ , Ⅲ層 に海綿状変化,
老 人斑形成, 神経原性変化が強い
糾)
.
こ の こ と は第Ⅴ層 に比較
して 第Ⅱ , Ⅲ層 の 神経細胞が変性 に対 し てよ り脆弱である こ と
を示 して い る と い え, ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で 第 Ⅲ層と 第Ⅴ層 に分
布する コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン の 変化 に差が あ るの か どう か と
い う こ と も興味の ある と こ ろで ある .
第五 に, ヒ トお よ び実験動物 で報告 さ れ て い るよ うに 瞞 )､椚),
海馬, 扁桃と も に, 免疫組織化学でもIS H法で も陽性神経細胞
は観察さ れ な か っ た . こ の 領域は 他の 大脳皮質領域 に比較し て
高い Ch A r活性を有 して い た が , こ れ はCh A T免疫染色陽性線
維が比較的常 に分布 し て い た こ とを反映 し て い る と 考え ら れ
る
. 本研究で は 海馬の 陽性線維は放射状層 に高密度で あ り, 錐
体細胞層, 多形細胞層で は 点状 の 免疫反応産物 が散見さ れ た .
海馬 に は しば し ば こ の 様な点状の 免疫染色陽性産物 が観察さ れ
て お り 呵 89), 電 子顕微鏡的検討 脚 か ら こ の よう な 構造物 は シ ナ
プ ス 形 成を表 し て い る と い わ れて い る. 既 に述べ た よう に, 前
脳基底部の コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ンが ヒ ト海馬に投射 して い る
こ と は 異論が な い の で , こ れ まで の 報告同様
21) 2ニー,
, 前脳基底部
由来 の 神経線維 が錐体細胞層 や多形細胞層 に多数の シ ナ プ ス を
形成 して い る と考え られ る . しか しなが ら, 陽性線維の 密度 に
つ い て は , 報告 に よ っ て 若干異な る . 本研究で は, 陽性線維 は
C A 2区域か らC A3区域に かけて多く, しか も放射状層と多孔分
子上層 に最も高密度であ っ た . Ra n s m ayr ら 榔 佃 や M rzljak ら
90)
も同様 の 報告を して い る. し か し, DeLa c alle ら
B7)は , 陽性線
維は主 に錐体細胞層 にみ られ , 放 射状層 や多孔分子層で は 疎に
分布す る と 報告 して い る. ま た , 区域別 に み る と C A4区域 と
C A 3区域 に密で , C A 2区域 か ら C A l区域 に な る に従 っ て粗 糖
にな る と報告して い る . この よう に, 報告 によ っ て海馬 の 層問
お よ び区域間で陽性線維の分布密度が異なる理由は は っ きり し
な い . こ れま で の 報告 針 8 7)90)で は , い ずれ も同 じ と 卜胎盤
458
C h A T に対する ウサ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体を用 い て い る にも か
か わ らず分布密度 に差 が生 じて い る . お そ らく, こ れ ら の 研究
は小 さ な凍結標本 に対 して行 っ た免疫組織化学な の で, 層 問お
よ び区域間の 比較検討 が困難であり, 差が 生 じた の で あ ろう .
ま た , 標本 の 固定状態も影響 して い る の か も しれ ない . 本研 究
で は ヒ トCbÅT融合蛋白 に対する ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体12)を用い ,
海馬と 海馬台を含む大切片 に対 して 免疫染色を施行 して い る の
で , 同 一 標本内で 陽性線維 の 分布の 差を比較的容易 に検討でき
た.
海馬 は, 記憶 に 関与 して い る と考えら れ て い る6)75) 酬 1 " 3). 海
馬 に傷害を与える と 学習課程 に傷害 を生 じ ると い われ 94)! 特 に
海馬 C A2区域は短期記憶 に関与が深 い と い われ る . 痴呆や 加齢
と コ リ ン作動性神経線維支配と の 関連 に つ い て 注目 した 研究で
も , 海 馬 C Al, C A 2区域 の 変化を指摘 し た報 告 が 多 い .
Ran s m ayrら
85)86)は ア ル ツ ハ イ マ ー 病で は海馬の 他の 亜 区域 に比
して C A l, C A 2区域 に錐体胡胞 の減少, コ リ ン 作動性神経線維
の 減久 お よ び神経原線耗変化 と老人斑 の出現が優位であ る と
報告 した . ア ル ツ ハ イ マ ー 柄の 病 理 的感受性の 指標 と い われ る
タ ウ蛋白を認識す る Alz-507うゞ, C Al, C A2区域 の 錐体細胞層お
よ び放射状層 と多孔層 の 間に増加す る と い う研究9 5)や , 加齢症
例で異常 なC hAT免疫染色陽性線維が C A l区域 に優位で ある と
い う報告16)もあ る . こ の よ うに , C A l, C A 2区域は痴呆 や加齢
で障害を受けやす い 区域 であり, この 部分 に コ リ ン作動性神経
線推が常 に分布し て い る こ とか ら, こ れ まで に い わ れ て い る よ
う に , 海馬 へ 投射 して い る コ リ ン 作動性神経線維 が記憶 に重要
な役割を果 た して い るとい える .
扁桃 に つ い て は , 基底外側核 に浪染す る免疫染色陽性線維が
観察さ れ た . ヒ ト扁桃 の コ リ ン作動性神経支配に関する こ れ ま
で の 免疫組織学的研究 でも, 特 に基底外側核 に コ リ ン 作動性神
経 の 投射が確認 さ れ て お り, 他 の 外側核お よ び皮質内側核で は
そ の 分布 は疎 らで ある ㈹ . ラ ッ ト扁桃 の C 山IT活性 の 測定結果
でも基底外側核 の特 に吻側で高値を示 し, そ れ 以外の 亜 核で は
活性 は低 か っ た 97). 逆行 法と Ch A T免疫染色また は Ach E組織
化学 を組み合わ せ た動物実験 で は , 扁桃 の Cb A r免疫染色陽性
線維 は中隔核, ブ ロ ー カ の 対角帯垂直枝
6)
, マ イ ネ ル ト基 底
核 21)22)29】お よ び線 条体98) 99)の コ リ ン 作動性神経細胞 に由来す る と
報告さ れ て い る . 扁桃 は情動 に関する重要な中枢 の 一 部 で ある
が , 認知の 対 象が 感情 と密着 して い る こ と か ら も明ら か なよ う
に , 認知機能も注目 さ れ て い る 瑚 . 特 に基底外側核 へ の コ リ ン
作 動性神経線維投射 は認知 な い し は 記憶 に関与す る と い わ れ
l明
, 神経変性疾患 や加齢 によ る 傷害が報告され て い る. 例え ば,
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で は 扁桃 の C hAT活性 は著明に低 下 し82), コ
リ ン作 動性神経線絶 は特 に基底外側核 で減少す る 10
1)102)
. また ,
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で は 基底外側核 には 他の 扁桃亜核 に比較 し て
神経原性線維82), 老人斑1 A k 5 0陽性所見1 01)1叩川 棚 が 優位 に多く
に認め られ る.
第六 に, 中脳お よ び橋 に お い て は , 中脳橋被蓋核 を形成す る
脚梼被蓋核 お よ び 外背側被藍核 に C b A T発現神経細胞 を確認
し, こ れ まで の 免 疫組織学的研究 38)43)を裏付けた . た だ し, 傍
二 丘体核 に つ い て は, ヒ ト
38)
, ラ ッ トお よ び サ ル
5)105)で C山u
､
免
疫染色陽性を観察 さ れ て い る が , その 染色性 が極 め て弱 い 為,
そ の存在を疑う報告もあっ たIO6). 近年! IS H法 に よ っ て ラ ッ ト
の傍 二 丘体核 に Cl 止TInR N A がごく微量 な が ら確認 され 44)45)6乃,
本研究 にお い ても ヒ ト傍 二 丘体核 に微弱なCh A rmRN A の発現
を観察 した . 傍 二 丘 体核 の 含有す る C h A T蛋白お よ び C h AT
m R N A は おそ らく か なり微量であ る割 こ, 用 い た免疫染色法の
抗体並 び にIS H法 の 感度 の 差 に よ っ て 結 果が 異 な る の で あろ
う .
本研究 で 上 丘 の 背側部 に CIA T免疫組織染色陽性線維を認め
た . ラ ッ トで も上 丘 背側部 に C b A T陽性線維 が報告 さ れ て お
り 1弼), こ の 線維 は 中脳橋被蓋核 か ら の 投射 で ある と 報告さ れ て
い る55】1 06). 間脳 の 項 で 述 べ た よう に , 中脳橋被蓋核 は外側膝状
体 へ コ リ ン作 動性神経 を投射 し て い る と考えら れ る が , そ の 途
中で 同時に 上 丘 へ も投射 し, 両方 の 神経細胞を介 して 視覚関連
情報処理を行 っ て い る の か も しれ な い .
中脳橋延髄 にまた が る網様体 は様 々 な 大き さの 核を含み , 細
胞集団は概ね疎であり, 神経線維群も大部分が散在性で密な線
推束を形成 しない . 中脳橋被蓋核 は網様核 の 構成核群 の → 部で
あ る. 網様体 の 線経緯合 に つ い て は 実験動物を用 い た追跡法の
結果か ら, 主 に上行性 に投射する と い わ れ る. そ の 投射部位と
し て , 視床 6) 7)卿
2)49)51) パ6)75)107)
, 中脳 蓋
55)
, 視 床 下核
55)5 6)10 8)
, 異
質
55)75)
, 視床 下 部
56)
, 前脳 基底部 お よ び線条体
55)と い っ た多数
の 領域が報告 され て い る . 網様 体を破壊す る と動物 は持続的な
睡眠状態 に陥る こ とか ら, 脳 幹網様体か らの 上 行性刺激に より,
覚醒状態が保 たれ る と考え られ て い る1 09). ラ ッ ト, ネ コ で正 中
網様体 に コ リ ン 作動薬を注入す る と急速 に速眼球運動睡眠に陥
る こ と110)
,
ヒ トに ア レ コ リ ン と い っ た コ リ ン作動薬を投与する
速眼球運動睡眠時に至 るまで の 潜時が短く なり, ス コ ポ ラ ミ ン
と い っ た コ リ ン作動性効果遮断薬を投与する と逆 に 潜時が長く
な る こ とIll)か ら, コ リ ン 作動性神経線椎 が網様体を介 して 速眼
球運動睡眠を調整 して い る と 考えら れ て い る
1 12)
.
本研究 で , 視床 下核, 異 質お よ び 赤核周囲を囲み , そ の 内部
へ 延び るC b A T免疫染色陽性線維を観察 し た . こ の 線維も主に
中脳構被蓋核由来 と報告 さ れ
55)56)1 08)
,
N G Fr免疫染色 で の 結果も
こ れ を支持 して い る 29】. 今 まで の と こ ろ , 視床 下 核, 黒質, 腹
側被豊野お よび 赤核 へ の 中脳か らの 投射の 解剖学的詳細及び機
能 の多くは未解決で ある . 一 般 に, 線条体 と の 密 な神経線維連
絡を有する異質緻密層, 視 床下 核 は , 錐 体外路系 の 機能 を持
ち 瑚 , 赤核は 小脳 , 大脳皮質と の 連絡か ら錐体路系 の 重要な
一
端 を担 っ て い る こ と は よ く知 られ て い る . 錐体外路系症状 を主
症状 とす る パ ー キ ン ソ ン 病や 進行性核 上性麻痺 で は 中脳橋被蓋
核 の コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン の 著明 な脱落と神経原線椎変化が
報告され て い る113)11
`
)
第七 に小脳 に つ い て は, 過去 に DeI_.a C alle ら
115)の み が ヒ ト小
脳 にお ける C h A Tの 形態学的研究 を行 っ て い る . 彼 ら に よれ ば,
小脳の ゴ ル ジ神経細胞が免疫組織学的に陽性細胞であ っ たと報
告 して い る . しか し, 本研究 で は ヒ ト小脳皮質, 髄質お よび 4
対 の 内在核群 い ず れ に も ,一C b A T陽性細胞を認 め な か っ た .
IS H法も免疫染色 の 結果を裏付けて い る . さ ら に , ChA T活性
計測実験で は 小脳 は皮質も髄質も活性の 最も低 い 領域 であ っ た
が , こ れも小脳 に は コ リ ン作 動性 ニ ュ ー ロ ン が 存在 しな い で あ
ろう こ とを支持 して い る . た だ し, 小脳 は虚血 に弱く 生前 の 状
態 に か なり影響を受ける の で , 椎骨動脈 か ら の 注 入 固定が行わ
れ た と は い え, 組織保存状態が大脳お よ び脳幹 と若干異なる可
能性が ある . し た が っ て , 今 回の C h A T免疫組織化学 お よ び
IS H法で は検出感度以下 で あ っ た い う 可能性を完全 に は否定で
きな い .
本研究で , 中小 脳脚経由で小脳 へ 入 る 陽性線維が観察 され た･
ヒ ト脳 に お ける コ リ ン 作動性神経 の 分布
逆行法を用 い た ラ ッ トで の 研究で は, 中脳橋被蓋核 か ら小脳内
在核群 へ Cb A T線維が投射 し てい る と の 報告
1Ⅰ6)や , 前庭神経お
よ び 舌咽神経前位核 が小脳 へ 投 射 し て い る と い う報告
117)もあ
る . 機能 に つ い て は は っ きり して い な い が, De bc alle ら
11 5)や
Bar ma Ch ら
117)が指摘 して い る よう に, 小脳 へ 投射す る コ リ ン 作
動性神経線推の 一 部 は前庭小脳系を形成 し, 姿勢制御 に関与 し
て い るの か も しれ ない .
第八 に , 脳神経 に つ い て は, M izuka w aら118)が 免疫組織化学
で示 した よ う に, 運動系お よ び副交感神経系 に関与す る い く つ
か の 脳神経核 に C h/u
､
を発現す る神経細胞を認 め た . こ れ らの
コ リ ン 作動性脳神経 は主 に骨格筋を支配す る運動神経 であり,
脊髄前核の 大型運動神経と同様に単 シ ナ プス 性の 局所回路を形
成する と 考えら れ る .
結 論
剖検 さ れ た 非神経疾患患者1 0症例 の 脳を対象と し て , リ コ
ン ビナ ン ト ヒ ト Cb A T蛋白 に対す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体を用い
た免疫組織化学, ヒ トC h A TmR N A に対するIS H法, お よ びラ
ジ オ エ ン ザイ ム ア ツ セ イ 法 に よ る C h A T活性 の 測定を行 っ て ,
ヒ ト脳の コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン の 分布 を形態学的お よ び 生化
学的に検討 し, 以 下 の 結果を得た .
1. 免疫組織化学的 に陽性 であり, か つ , IS H法 で 陽性 シ グ
ナル を有する神経細胞 は前脳基底部 (マ イ ネ ル ト基底核, ブ ロ
ー カ対角帯), 新線条体 (尾状核 , 被殻 , 側座 核), 大脳皮質,
中脳橋 (脚橋被蓋核, 外側背側被蓋核 , 傍 二 丘 体核), 脳神経
核 (動眼神経核, 滑車神経核 , 三 叉 神経運動核, 外転神経核 ,
顔面神経核 , 舌 咽神経前位核, 迷 走神経背側核, 副神経核, 舌
下神経核) に認 め ら れ た .
2. 大脳皮質に お い て CI 止Ⅰ
､
発現を示す神経細胞 は , ほ と ん
どが 錐体細胞 で , 陽性 非錐体細胞 は辺緑葉の 一 部に 限局 して い
た. 陽性錐体細胞 は運動野に高密度 で , そ れ 以外 の 領野で は 運
動前野, 二 次感覚野 , 辺 緑葉に 若干多く , 連合野で は ごく わ ず
かで あ っ た . 一 次感 覚野お よ び側東菓の 大部分 には 陽性細胞は
認め ら れ な か っ た .
3. 大脳皮質 に存在する コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン を層 間で 比
較する と , 第V層 の 陽性細胞は運動野 に高率で , 第Ⅲ 層の 陽性
細胞は 二 次感覚野に比較的多か っ た . 連合野お よ び 辺緑柴の 一
部で は 第Ⅲ層, 第Ⅴ層共 に陽性率は低か っ た .
4
. 内側中隔核 と内側手綱核の 神経細胞 は免疫組織化学で 陽
性であ っ たが , IS H法 で は 陽性 シ グ ナ ル を確認できな か っ た .
5. 免疫組織化学とIS H法で C h A T陽性神軽細胞 を認 め な か
っ た 領域 に も, 多く の 免疫染色陽性線維が確認さ れ た . 人脳白
質には , び慢性 に陽性線維を認め , 特 に側頭葉白質 に多か っ た .
海馬 で は C A 2区域 か ら CA 3区域 に か けて , 扁桃 で は 基底外側
核に密であ っ た . 視床で は, 全て の 領域 に 陽性線維が み ら れ ,
特に視床内側髄板, 外側髄板, 外側膝状体 に高密度 にみ ら れ た .
黒質, 腹側被蓋野, 赤核 お よ び視床 下核を取り囲む領域も陽性
線練を含ん で い た. 小脳 に は陽性線維 が粗耀 にみ られ た .
6. 脳組織混濁液上清液中 の C h A r活性 は , 前脳基底部 と新
線粂体 で高値(500-3000pm ol/ 分/m g蛋白量) であり, つ い で 淡
蒼球, 視床 お よ び扁桃 の 活性 が ほ ぼ 同程度 に高く , 海馬は こ れ
らよ りや や低値 であっ た . 運動野 が他 の 大脳皮質領野 よりわず
か に高値 であっ た . 小脳 皮質が最も低 か っ た . 免 疫組織化学で
陽性神経細胞 が確認 さ れ る 領域ある い は 陽性神経線維が豊富 に
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分布 し て い る 領域 に高い C h A T活性 が検出 さ れ る傾向 にあり,
C 鮎u
､
活性の 結果は , 免疫組織化学とIS H法 の 所見を裏付けた .
以 上 の 様に , 比 較的限局性 に存在する コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ
ン が 脳の多く の 領域 に広く投射 して い る こと が 示さ れた .
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Cholin erglCln nerVation of thehu m an brain:im mll n Ohistoehemistry†lIISitu hybridizatio n a nd radio･en Zym e aSS ay
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Key w ords cholin eac etyltra n sfer ase, hu m an,brain,im m u n ohisto che mistry,in situ hybridiz atio n
Abstra ct
C holin e ac etyltra n sferase(Ch A T), the e n zym e respo n siblefo rthe synthesis ofa c etylcholin e,is the m o stspe ci丘c
indic atorfo rthe physiologicalstate ofcholin ergic n eu ro n si the ne rv Ou S SySte m S･ In this study, the distri butio n of
cholin ergic n e uron s and fibe rsin the a utopsybr ains fro mte npatie nts witho ut neu r ologic al dise as es w ere
investigated byim m u n ohistoche mistry u sing anti
-hum an re combihantc h A Tpolyclo n alantibody,in situ hybridiz atio n
(IS H) with S
3 5
-1abeled C h A Tribopr obe and r adio- e n Zym e a S S ay fo rC h A Ta ctivity･ Ne u r o n s with both
im m u n o re activitY and IS Hsign als of Ch A Tw e re obs e rv ed in thebas alfbrebr ain(diagon al bandof Bro c a and u cleus
bas alis of Meyn erり, n e O Striatu m(caudate n u cle u s, puta m e n a nd u cleu s ac cu mbe n s), C e r ebr alc orte x, m e S OpOntine
n u cle u s(pedu n culopontin etegm e ntal n u cle u s, 1aterodo rs altegm e ntal n u cle u s and par abige min aln u cle u s) and
cra nial n e rv eS(o culom otor, tr O Chle ar, trige min al, abdu ce nt,fa cial, PrePO Situ s, V agu S, a C C e S S O ry, a nd hypoglos sal).
T もe m edialseptaln u cleu s and m edial habe n ula co ntain ed im m u n ore a ctiv e n e u ro n sforC h A T, Which w er edev oidof
C h Ⅵ
､
m R N Asign als. Notably, th is study de m o n str ated the pre se n c e ofcholin ergic n eu r on si the cerebralc orte xfor
thefirst tim e. T he c er ebr alc ortexdisplayed regio n ala nd la min al differ e n c e sin the distribution of cholin ergic
n e u r o n s. So m elarge a nd m ediu m -Siz ed p yr a midaln e u r o n slo c ated in laye rsⅢ a nd Vsho w ed m oder ate
im m u n or ea ctivity with w eak m R N Asign als. ¶1 ehighe stde n sity ofs u ch cholin ergic n e u ro n s w as re c ognized inthe
m otor c ortex,follo w ed by the pr e m ot r are a, S e C O ndary s en sory are as and thelimbic co rtex. T he as so ciatio n ar eas
co ntain edvery 鎚w cholin ergic n e ur on s. Astothela min ardistributio n,the cholin e rgic pyra midaln e u ro n sinlayerV
w erefound al) u nd antlyin the m otor ar e aS and thos einlayerⅢ w erepredo min a ntlyin the s e co ndary se n s ory are as. A
fe w cholin e rgic, n O n-p yr a midaln e u ro n s w ere obs rv ed in thelim bic lobe. In addito n, there w er ed n seC h A71
im m u n ore a ctiv efibersin m o st ar eas of the brain, partic ularly in the white m atter ofparietal lobe, hip po c a mpu s,
a my gdaloidn u cle ar c o mple x, thala m u s andthe white m atter su rr ounding the substantia nigra, red n u cle u s and
S ubthala mic n u cleu s, allofwhich w erelackingin cholinergic n e ur on s. Tbe highest a ctivity ofCh A Twasdete ctedin
the basal for ebrain and n e ostriatu m, m ediu m a ctivityin the globus pal1idu s, thala m u s and a my gdala, a nd ratherlow
activityin thehip po c amPu S. In the cer ebralc ortex, the m oto r ar e a sho w ed slightlyhigh activity co mpar ed wi th0ther
are as. T he c ereb llu mhadthelo west activity. The bioche mic alre sults w er e c o n siste nt with the m orphological
血.dings. T hes e re sult indic ate that thefo cally
⊥distributed cholin ergic n eu r o n sprqje ct m any ar e as ofthe br ain and
C On S什u cta co mplic atedcholin ergic n etw ork.
